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A PRESENTE DIVULGAGAO RELACIONA-SE COM UMA COMPOSICAO DE MATRIZ

EXTRACELULAR ESPECIFICA DO TIPO DE CANCRO E UMA PLATAFORMA DE MICROAMBIENTE
TUMORAL PARA CULTURA A LONGO PRAZO DE TECIDO TUMORAL, EM QUE A REFERIDA
CULTURA PROPORCIONA LIGANTES E MICROAMBIENTE DE TECIDOS TUMORAIS HUMANOS
PARA MIMETIZAR SISTEMAS DE SINALIZAGAO FISIOLOGICAMENTE RELEVANTES. A PRESENTE
INVENGAO RELACIONASE ADICIONALMENTE COM O DESENVOLVIMENTO DE UM PREDITOR DA
RESPOSTA CLINICA E SUA APLICACAO NA AREA DE PROGNOSTICO (SELECAO DE OPGAO DE
TRATAMENTO PARA O PACIENTE) E AREA DA BIOLOGIA TRANSLACIONAL
(DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS ANTICANCERIGENOS). A DIVULGAGAO RELACIONA-SE
ADICIONALMENTE COM UM METODO DE PREVISAO DA RESPOSTA CLINICA DE UM PACIENTE
COM TUMOR AO(S) FARMACO(S). A DIVULGAGAO RELACIONA-SE ADICIONALMENTE COM UM
METODO PARA RASTREIO DE CELULAS TUMORAIS QUANTO A PRESENCA DE MARCADORES
ESPECIFICOS PARA DETERMINAGAO DA VIABILIDADE DAS REFERIDAS CELULAS PARA
INDICAGAO DO ESTADO TUMORAL.



RESUMO

"COMPOSICAO DE ECM, PLATAFORMA DE MICROAMBIENTE TUMORAL E
SEUS METODOS"

A presente divulgacdo relaciona-se com uma composicdo de
Matriz Extracelular especifica do tipo de cancro e uma
plataforma de microambiente tumoral para cultura a longo
prazo de tecido tumoral, em gque a referida cultura
proporciona ligantes e microambiente de tecidos tumorais
humanos para mimetizar Sistemas de sinalizacéo
fisiologicamente relevantes. A presente invencdo relaciona-
se adicionalmente com o desenvolvimento de um Preditor da
Resposta Clinica e sua aplicacdo na &rea de progndstico
(selecdo de opcgdo de tratamento para o paciente) e area da
biologia translacional (desenvolvimento de farmacos
anticancerigenos). A divulgacdo relaciona-se adicionalmente
com um método de previsdo da resposta clinica de um
paciente com tumor ao(s) farmaco(s) . A divulgacéao
relaciona-se adicionalmente com um método para rastreio de
células tumorais quanto a presenca de marcadores
especificos para determinacdo da viabilidade das referidas

células para indicacdo do estado tumoral.
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DESCRICAO

"COMPOSICAO DE ECM, PLATAFORMA DE MICROAMBIENTE TUMORAL E
SEUS METODOS"

AREA TECNICA

Este pedido relaciona-se com a A&rea de cancro e O
desenvolvimento de progndsticos e terapéuticos para o
cancro. Mais especificamente, a invencdo proporciona
composicdo de Matriz Extracelular [ECM], plataforma de
microambiente tumoral para cultura de tecido tumoral e seus

métodos.

A presente divulgacdo relaciona-se com um “Preditor da
resposta clinica” e sua aplicacdo em varios cancros para
gquimioterapia, farmacos bioldgicos, <visados e agentes
amplos gue tém efeito antitumoral. A presente divulgacéao
relaciona-se adicionalmente com um método para cultura a
longo prazo de tecido tumoral, em gque a referida cultura
proporciona ligantes e microambiente de tecido tumoral
humanos para mimetizarem Sistemas de sinalizacéo
fisiologicamente relevantes. A divulgacdo relaciona-se
adicionalmente com um método para rastreio de tecido
tumoral quanto & presenca de marcadores especificos para
determinacdo da viabilidade das referidas células para
indicacdo de estado tumoral. A divulgacdo relaciona-se
também com método de previsdo da resposta de um sujeito com
tumor e método de rastreio ou desenvolvimento de agente

anticancerigeno.



ANTECEDENTES E TECNICA ANTERIOR DA DIVULGACAO

Varias ferramentas de segregacdo de pacientes conhecidas na
técnica sdo classificadas amplamente como em baixo:

Biomarcadores:

Existem varios biomarcadores que sido baseados na andlise do
tumor, tecido normal, soro, urina, saliva bem como outras
partes do corpo &/ou material secretado/excretado do
paciente. Por p.ex.: Her2 & um marcador baseado em proteina
bem como gene que segrega o0s pacientes gque sobre-expressam
a proteina Her2 dagqueles gque a subexpressam. Tem sido
levada a cabo investigacdo clinica detalhada por seu turno
para mostrar que aqueles que tém niveis mails elevados da
proteina Her2 respondem significativamente melhor ao
anticorpo monoclonal Herceptina. Neste contexto, Her2 foi
aprovado como um “Biomarcador” para prever o resultado de
tratamento com Herceptina para o paciente sob consideracéo.
Existem outros biomarcadores tais como EGFR, C-MET cuja
presenca ou auséncia, ou o perfil de expressdo, ¢é usado
para prever a eficéacia dos farmacos visados sob

consideracéo.

Para o uso de um biomarcador, ambos 0s eixos de um plano XY
necessitam de ser definidos; i.e., é necessario definir a
quantidade ou gqualidade do biomarcador num eixo, e a
resposta clinica no outro eixo. Antes do uso do biomarcador
é& necessario desenvolver uma gquantidade extensa de dados
para a combinacdo fixa da gqualidade &/ou quantidade do
biomarcador bem como o resultado clinico. Logo que uma tal
base de dados tenha sido desenvolvida, para um novo
paciente para a mesma doenca e o mesmo farmaco, a medicgédo

da qualidade ou gquantidade do biomarcador pode ser usada



para estimar o resultado clinico se for administrado ao
paciente esse farmaco particular. Assim, uma abordagem
dirigida por biomarcadores estd largamente restrita por
muitos fatores de entrada tais como o farmaco usado, a
doenca na qual é usado, e o biomarcador que é usado.

Quimiomarcadores:

Existem testes gue sdo usados para prever a eficidcia de
gquimioterapéuticos tais como Cisplatina em diferentes
cancros. Estes testes medem a presenca ou auséncia, ou a
extensdo, de marcadores substituintes. 0Os guimiomarcadores

sofrem das mesmas deficiéncias dos biomarcadores.

Estado de doenca corrente ou prévio do paciente:

Os pacientes positivos gquanto a HPV gque tém também
carcinoma das células escamosas da Cabeca & Pescoco
respondem a guimioterapia melhor do gue pacientes com
carcinoma das células escamosas da Cabeca & Pescoco
negativos quanto a HPV. Neste caso, o estado de HPV dos
pacientes é usado como uma bitola para prevenir a sua
resposta a farmacos para © carcinoma das células escamosas
da Cabeca & Pescoco no caso de eles desenvolverem carcinoma
das células escamosas da Cabeca & Pescoco. Existe uma
quantidade limitada de informacdo sob esta categoria de
prognéstico. Esta informacdo ¢é largamente baseada em

correlacdo e ndo necessariamente baseada em causalidade.

Teste de quimiossensibilidade:

Nesta categoria de testes, uma amostra tumoral do paciente

¢ retirada, homogeneizada em células tumorais, e este

sistema é tratado com varios guimioterapéuticos em sistemas



in vitro. Alternativamente, uma amostra tumoral do paciente
¢ tratada com vArios guimioterapéuticos em sistemas 1in
vitro sem homogeneizacdo. Estes testes in vitro tém
diferentes nomes (p.ex., Teste em monocamada ou ensaio
clonogénico da Oncotest GMBH, teste de quimiossensibilidade
da Chemofx, teste Extreme Drug Resistance (EDR) da

Oncotech) .

A deficiéncia fundamental deste modelo é que o)
microambiente tumoral do paciente ndo é capturado nestes
testes de quimiossensibilidade. Por exemplo, foi
reivindicado em varia literatura qgue sistemas baseados em
células ou tecidos in vitro ndo sdo representativos do

resultado clinico.

Sistema de xenoenxertos in vitro e in vivo baseado em

linhas de células.

Em tempos recentes tem existido um numerco de literatura
publicada sobre teste pré-clinico in vitro & in vivo do
crescimento tumoral baseado em inibicdo do c¢rescimento
tumoral bem como para previsdo da eficdcia clinica. Todos
os métodos da técnica anterior tém limitacdes inerentes de
ndo serem capazes de mimetizar o microambiente local das
amostras tumorais e consequentemente fraca correlacdo com
resultado c¢linico gue impedem o© sSeu uso como ensaios

confidveis para previsdo de resultados clinicos.

Somente 10% de todos os farmacos para cancro gue entram nos
ensaios clinicos de fase I entram com sucesso no mercado.
Esta baixa taxa de sucesso é uma das principais razdes
pelas quais o custo de fadrmacos para oncologia é

exorbitantemente elevado; a baixa taxa de sucesso pode ser



atribuida ao baixo poder de previsdo de testes in vitro e
in vivo correntes na &rea de oncologia. Até recentemente,
estudos convencionados baseados em monocamadas de células
2D tém demonstrado as suas limitacdes significativas na
medida em gue a arguitetura dos tecidos na rede
tridimensional (3-D) de componentes da matriz extracelular,
interacdes célula-com-célula e célula-com-matriz que
governa a diferenciacdo, proliferacdo e funcdo de célula in
vivo &, de facto, perdida sob a condicdo de monocamadas em
2D simplificada. Na auséncia de estrutura especifica bem
como perda de componentes estromais e outras células
associadas a tumores, os ensaios funcionais para estudar a
sinalizacdo e wvias tumorais associadas a manutencdao,
iniciacdo e progressdo tumorais ndo podem ser precisamente
estudados. No entanto, os modelos da técnica anterior tém
falhas na medida em que ndo usam o microambiente tumoral
intacto; isto leva a perda de funcdo e também mudanca nos
sistemas de sinalizacdo resultando da auséncia de ligantes
derivados de humanos nos meios de células usados. Mais
recentemente, o sucesso limitado de inibidores de pequena
molécula correntes em muitos cancros humanos epiteliais
sublinha a necessidade de se desenvolverem técnicas
melhores ©para ©prever mals precisamente a resposta a
terapia, preferencialmente customizada ao cancro individual
e as suas alteracdes genéticas e epigenéticas unicas. As
interacdes tumor-estroma tém desde ha muito sido
reconhecidas como facetas importantes na patogénese e
disseminacdo de malignidade. A evidéncia significativa
apoiando o papel de tecidos peritumorais na manutencdo
tumoral inclui a presenca de mutacdes genéticas no estroma
de varios tipos de cancros e o papel desempenhado por
células estromais na agquisicdo de resisténcia a terapia.

Para gque um tumor cultivado seja representativo do cancro



real é essencial que o tumor, a medida que prolifere in
vitro, mantenha a sua organizacdo e estrutura dos tecidos,
as suas propriedades oncogénicas, as suas funcdes
diferenciadas, e qualguer heterogeneidade celular gque possa
ter estado ©presente in vivo. Se os tumores humanos
crescendo in vivo consigam satisfazer os critérios acima e,
adicionalmente, possam ser cultivados a elevada freguéncia
durante longos periodos de tempo em cultura, devem provar
ser valiosos para estudos béasicos na biologia de cancros

bem como para teste clinicamente relevante.

Os estudos proporcionados nesta divulgacdo respondem a
importante questdo de se os tumores humanos podem de facto
satisfazer os critérios acima in vitro. Estudos prévios gue
usam sistemas de cultura de c¢élulas primdrias padrédo e
xenoenxertos cutédneos ou ortotdpicos baseados em linhas de
células tém avancado o entendimento do comportamento
tumoral; no entanto, estes métodos tém limitacdes inerentes
na avaliacdo do papel do microambiente tumoral na modulacédo
da carcinogénese e progressdo tumoral pois o0s modelos
baseados em linhas de c¢élulas tém sido amplamente
reconhecidos como modelos homogéneos e isto €& uma das
razdes fundamentais porgue ndo representam adequadamente
uma doenca heterogénea tal como cancro. Em contraste, a
presente divulgacdo relaciona-se com o desenvolvimento de
uma abordagem de biologia de sistemas para criar uma
ferramenta de segregacdo de pacientes in vitro que mimetize
0 microambiente tumoral humano em placa e conseguentemente
resulte em potenciais aplicacgdes em diferentes A&reas do
tratamento do cancro, tanto no progndéstico bem como
biologia translacional. A presente divulgag¢do confirma
também a hipdtese com varios exemplos para aplicacdes tanto

de progndéstico bem como de biologia translacional.



Adicionalmente, o wuso da ferramenta de segregacdo de
pacientes da presente divulgacdo ¢é também aplicdvel no
desenvolvimento de aplicacdes de progndstico, diagndstico
acompanhante, e Dbiologia translacional para disfuncdes

autoimunes e doencas inflamatdrias.

O documento da técnica anterior da literatura néo
patentaria CHRIS S. HUGHES ET AL., “Matrigel: A complex
protein mixture required for optimal growth of cell
culture”, PROTEOMICS, (20100510y), vol. 10, no. 9 e
Informacdo de Apoio divulga gque numerosos tipos de células
requerem uma superficie para anexacdo para crescerem e
proliferarem. Certas células, particularmente células
primarias e estaminais, necessitam o uso de matrizes de
crescimento especializadas em conjunto com condicgdes de
meios de cultura especificas para manter as células num
estado nao diferenciado. Uma mistura de proteinas
gelatinosas derivada de células tumorais de camundongo e
comercializada como Matrigel ¢é comummente usada como uma
matriz de membrana de base para células estaminais porgque
retém as células estaminais num estado ndo diferenciado. No
entanto, a Matrigel ndo €& uma matriz bem definida, e,
portanto, pode produzir uma fonte de wvariabilidade em
resultados experimentais. Neste estudo apresentam uma
andlise protedmica profunda de Matrigel usando um método de
exclusdo iterativo dindmico acoplado com protocolos de
fracionamento gque envolvem precipitacdo com sulfato de
aménio, cromatografia por exclusdo de tamanhos, e SDS-PAGE
unidimensional. A capacidade de se identificarem os
componentes de baixa massa e abundéncia de Matrigel ilustra
a wutilidade deste método para a anadlise da matriz

extracelular, bem como a complexidade da prdépria matriz.



O documento da técnica anterior da literatura néo
patentaria SANDRA Z HASLAM ET AL., “Tumour-stroma
interactions: Reciprocal regulation of extracellular matrix
proteins and ovarian sSteroid activity in the mammary
gland”, BREAST CANCER RESEARCH, (20010802), vol. 3, no. 6 é
uma revisdo focando-se nas interacdes entre proteinas da
matriz extracelular (ECM) derivadas do estroma maméario,
integrinas e a proliferacdo dependente de hormonas dos
ovadrios em células mamadrias normais e neoplasicas tanto in
vivo como 1in vitro. 0s estudos in vitro mostram Jque a
fibronectina é reguerida para a proliferacdo induzida por
progesterona de células epiteliais mamdrias normais e que
proteinas de ECM especificas regulam também as interacdes
entre fatores de crescimento e hormonas dos ovarios.
Estudos com linhas de c¢élulas do cancro da mama humano
mostraram que a laminina inibe a proliferacdo induzida por
estrogénio e a transcricdo mediada por elementos de
resposta ao estrogénio in vitro e inibe também a
proliferacéao induzida por estrogénio in vivo.
Reciprocamente, 0s esteroides dos ovarios regulam a
expressdo de proteinas de ECM e seus recetores celulares,
integrinas, durante 0 desenvolvimento das glandulas
mamarias in vivo. A integrina especifica da fibronectina,
ab5Bl, ¢é regulada por esteroides de ovarios e a sua
expressdo estd positivamente correlacionada com as etapas
de desenvolvimento da proliferacdo no pico. Estes estudos
sugerem gque a regulacdo coordenada da capacidade de
resposta das hormonas dos ovarios e expressédo de
ECM/integrina pode ser critica para o desenvolvimento
normal de glédndulas mamdrias e crescimento e progressdo do

cancro da mama.



O documento da técnica anterior da literatura néo
patentaria N. E. CAMPBELL ET AL., “Extracellular Matrix
Proteins and Tumor Angiogenesis”, JOURNAL OF ONCOLOGY,
(20100101), vol. 72, no. 6, doi:10,1016/50945-
053X (02)00010-0, 1ISSN 1687-8450, péaginas 787 - 13 é uma
revisdo focando-se no papel gue a matriz extracelular e
proteinas de ECM desempenham na regulacdo da angiogénese
tumoral. Muita da massa de um tumor sdélido é compreendida
pelo estroma gue estd ricamente investido com a matriz
extracelular. Dentro desta matriz estd um conjunto de
proteinas matricelulares gue regulam a expressdo e funcdo
de uma miriade de proteinas gue regulam 0SS Processos
tumorigénicos. Um dos processos que é€ vital ao crescimento
e progressido tumorais é a angiogénese, ou a formacdo de
novos vasos sanguineos a partir da wvasculatura pré-
existente. Dentro da matriz extracelular estdo proteinas
estruturais, um conjunto de proteases e fatores prédé- e
anti-angiogénicos residentes gue controlam a angiogénese

tumoral de um modo estritamente regulado.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS ACOMPANHANTES

De modo a que a divulgacdo possa ser prontamente entendida
e posta em efeito pratico serd agora feita referéncia a
formas de realizacdo exemplificativas como ilustrado com
referéncia as figuras acompanhantes. As figuras, em
conjunto com uma descricdo detalhada em baixo, sdo
incorporadas na e formam parte da especificacdo, e servem
para ilustrar as formas de realizacdo e explicar varios
principios e vantagens, de acordo com a presente divulgacdo

onde:
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A Figura 1 mostra diagrama esquemdtico ilustrando o
desenvolvimento e validacdo da tecnologia “Preditor da
Resposta Clinica”.

A Figura 2 mostra a importdncia de fatores paracrinos no
modelo de explante.

A Figura 3A mostra a importdncia da Matriz extracelular
no modelo de explantes e 3B mostra a importéncia do
microambiente no modelo de explantes.

A Figura 4A-G mostra que os ligantes autdlogos e a Matriz
Extracelular retém o microambiente e rede de sinalizacéo
de tumores de pacientes em cultura. Ampliacdo da imagem:
20X.

A Figura 5A-C mostra a composicdo de ECM e seus efeitos
na viabilidade e proliferacéao.

A Figura 6 mostra comparacdo dos efeitos de diferentes
TPM na proliferacdo e ativacdo de proteinas de
sinalizacdo de cancro.

A Figura T7TA-C mostra gue passagens iniciais de
xenoenxertos de tumores humanos retém as caracteristicas
moleculares de tumores originais dos pacientes.

A Figura B8A-C mostra que o tumor do paciente e o
xenoenxerto derivado do mesmo exibem resultado de
resposta idéntico a terapia anticancerigena guando
testados num modelo de cultura de explante tumoral.

A Figura 9A-H mostra gque os efeitos antitumorais de TPF e
Cetuximab na cultura de explantes tumorais dos pacientes
sdo similares a resposta de xenoenxertos tumorais humanos
como testado por experiéncias de eficacia in vivo.

A Figura 10 mostra correlacdo da plataforma de resposta a
farmacos guiada por “Preditor da Resposta Clinica” com

eficdcia in vivo.



11

A Figura 11 mostra um diagrama esquematico ilustrando o
desenvolvimento e validacdo da tecnologia “Preditor da
Resposta Clinica”.

A Figura 12 mostra a validacdo clinica dos dados da
andlise ‘“preditor da resposta clinica” em Cancro da
Cabeca e Pescoco. A pontuagcdo M é calculada usando
“preditor da resposta clinica” e o resultado previsto é
correlacionado com o resultado clinico do paciente. E
obtida pontuacdo M maior do que 60 para 30 tumores dos
pacientes e & ©previsto Jgue estes pacientes tenham
resposta completa e mais do que 90% destes pacientes
tenham de facto resultado c¢linico correspondendo a
andlise “preditor da resposta clinica”. Similarmente &
previsto gue cerca de 20 pacientes com pontuacdo M menor
do gque 25 sejam ndo respondedores e 100% dos pacientes
mostraram ndo resposta pds-tratamento.

A Figura 13A-S mostra os dados de eficacia obtidos por
Andlise “Preditor da Resposta Clinica” para pacientes com

cancro tratados com farmacos ou combinacdes de farmacos.

DESCRICAO DETALHADA DA DIVULGAGAO

A presente divulgacdo relaciona-se com uma composicdo de
Matriz Extracelular [ECM] compreendendo o0os componentes
colagénio 1, colagénio 3, colagénio 4, colagénio ¢,
Fibronectina, Vitronectina, Caderina, Filamina A,

Vimentina, Laminina, Decorina, Tenascina C, Osteopontina.

A  presente divulgacédo relaciona-se também com tal
composicéo, compreendendo adicionalmente um  ou mais
componentes selecionados do grupo consistindo em Proteinas
da membrana de base, Proteinas citoesqueléticas e Proteinas

da matriz.
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A presente divulgacdo relaciona-se também com um método
para se obter composicdo de Matriz Extracelular [ECM] como

mencionado acima, compreendendo o referido método:

combinacdo dos componentes da ECM colagénio 1, colagénio
3, colagénio 4, colagénio 6, Fibronectina, Vitronectina,
Caderina, Filamina A, Vimentina, Laminina, Decorina,
Tenascina c, Osteopontina. A presente divulgacéao
relaciona-se também com tal método, em gque os componentes
compreendem adicionalmente de um ou mails componentes
selecionados do grupo consistindo em Proteinas da
membrana de base, Proteinas citoesqueléticas e Proteinas
da matriz para se obter a composicdo de ECM.
A  presente divulgacédo relaciona-se também com uma
plataforma de microambiente tumoral para cultura de tecido
tumoral, compreendendo o referido microambiente composicdo
de ECM como mencionado acima, meio de cultura opcionalmente

em conjunto com soro, plasma ou PBMCs autdlogas e farmaco.

A presente divulgacdo relaciona-se também com um método
para obtencdo de plataforma de microambiente tumoral para
cultura de tecido tumoral, compreendendo o referido método
0 ato de revestimento da plataforma com composicdo de ECM
como mencionado acima e adicdo de meio de cultura
opcionalmente em conjunto com Soro, plasma ou PBMCs
autdlogas e farmaco a plataforma para se obter a plataforma

de microambiente tumoral.

A presente divulgacdo relaciona-se também com um método de
cultura organotipica de tecido tumoral, compreendendo o

referido método o ato de cultura do tecido tumoral na
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plataforma de microambiente tumoral como mencionado acima

para se obter a cultura organotipica.

A presente divulgacdo relaciona-se também com um método de
previséao da resposta de um sujeito tumoral ao (s)

farmaco (s), compreendendo o referido método os atos de:

a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
3, para se obter tecido tumoral cultivado;

b. tratamento do tecido tumoral cultivado com o/(s)
farmaco(s) e conducdo de ensaio;

c. conversdo da leitura do ensaio em métrica numérica
para se obter o indice de sensibilidade e, deste modo,
previsdo da resposta do sujeito ao(s) féarmaco(s); e

d. opcionalmente, correlacdo do indice de sensibilidade

com a resposta clinica do sujeito ao(s) farmaco(s).

A presente divulgacdo relaciona-se também com um método de
previséao da resposta de um sujeito tumoral ao (s)

farmaco (s), compreendendo o referido método os atos de

a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
3, para se obter tecido tumoral cultivado;

b. tratamento do tecido tumoral cultivado com of(s)
farmaco (s);

c. avaliacdo da resposta tumoral ao farmaco por
pluralidade de ensaios para se obter pontuacdo de
avaliacdo para cada um da pluralidade de ensaios;

d. atribuicdo de uma pontuacdo ponderada para cada um da

pluralidade de ensaios;
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e. multiplicacdo da pontuacdo de avaliacdo de cada um da
pluralidade de ensaios com a pontuacdo ponderada do
ensaio correspondente da pluralidade de ensaios para se
obter a pontuacdo de ensaio independente para cada um da
pluralidade de ensaios;

f. combinacdo da pontuacdo de ensaio independente de cada
um da pluralidade de ensaios para se obter o indice de
sensibilidade e deste modo previsdo da resposta do
sujeito ao(s) farmaco(s); e

g. opcionalmente, correlacdo do indice de sensibilidade

com a resposta c¢linica do sujeito ao(s) farmaco(s)

A presente divulgacdo relaciona-se também com um método de
rastreio ou desenvolvimento de agente anticancerigeno,
compreendendo o referido método os atos de:
a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
3, para se obter tecido tumoral cultivado;
b. tratamento do tecido tumoral cultivado com o agente,
avaliacdo da resposta tumoral ao agente por ensaio para
se determinar o efeito do referido agente na célula

tumoral.

A presente divulgacdo relaciona-se também com um método
para rastreio de células tumorais quanto a marcadores

especificos, compreendendo o referido método os atos de:

a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
3, para se obter tecido tumoral cultivado;

b. tratamento do tecido tumoral cultivado com farmaco (s)

e avaliacdo da resposta tumoral ao fadrmaco por ensaio; e
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c. conducdo de anadlise de microarray e Acido Nucleico

para rastrear quanto aos biomarcadores.

Em outra forma de realizacdo da composicdo de ECM acima, a
composicdo é especifica do tumor; e em gue o colagénio 1
estd a concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca
de 100 pg/mL, preferencialmente a cerca de 5 pg/mL ou cerca
de 20 ug/mL ou cerca de 50 ug/mL; o colagénio 3 estd a
concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 100
ug/mL, preferencialmente a cerca de 0,1 upg/mL ou cerca de 1
ug/mL ou cerca de 100 npg/mL; o colagénio 4 estd a
concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 500
ug/mL, preferencialmente a cerca de 5 pg/mL ou cerca de 20
ug/mL ou cerca de 250 npg/mL; o colagénio 6 estd a
concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 500
ug/mL, preferencialmente a cerca de 0,1 upg/mL ou cerca de 1
ug/mL ou cerca de 10 wug/mL; a Fibronectina estd a
concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 750
ug/mL, preferencialmente a cerca de 5 pg/mL ou cerca de 20
ug/mL ou cerca de 500 npg/mL; a Vitronectina estd a
concentracdo variando de cerca de 0,01 ug/mL a cerca de 95
ug/mL, preferencialmente a cerca de 5 pg/mL ou cerca de 10
ug/mL; a Caderina estéd & concentracdo variando de cerca de
0,01 pg/mL a cerca de 500 ug/mL, preferencialmente a cerca
de 1 npg/mL e cerca de 5 upg/mL; a Filamina A estd a
concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 500
ug/mL, preferencialmente a cerca de 5 pg/mL ou cerca de 10
ug/mL; a Vimentina estd & concentracdo variando de cerca de
0,01 pg/mL a cerca de 100 ug/mL, preferencialmente a cerca
de 1 pg/mL ou cerca de 10 pg/mL; a Laminina estda a
concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 100
ug/mL, preferencialmente a cerca de 5 pg/mL ou cerca de 10

ug/mL ou cerca de 20 ug/mL; a Decorina estd a concentracio
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variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 100 npg/mL,
preferencialmente a cerca de 10 ug/mL ou cerca de 20 upg/mL;
a Tenascina C estd a concentracdo wvariando de cerca de
0,.01 pg/mL a cerca de 500 pg/mL, preferencialmente a cerca
de 10 pg/mL ou cerca de 25 pg/mL; e a Osteopontina esta a
concentracdo variando de cerca de 001 npg/mL a cerca de 150
ug/mL, preferencialmente a cerca de 1 pg/mL ou cerca de 5

ng/mL.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, o
referido tecido tumoral é obtido da fonte selecionada do
grupo compreendendo sistema nervoso central, medula Ossea,
sangue, baco, timo, coracdo, gléandula mamaria, figado,
pancreas, tiroide, musculo esquelético, rim, pulméo,
intestino, estdmago, esbdbfago, ovario, bexiga, testiculo,
Utero, tecido estromal e tecido conectivo ou guaisquer suas
combinagdes, e o tumor ou o tecido tumoral ¢é obtido
cirurgicamente ou por bidpsia ou como xenoenxerto ou
quaisquer suas combinag¢®es; e o tumor ou o tecido tumoral é
dividido em pequenos pedacos de seccgdes de cerca de 100 um

a cerca de 3000 um.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, na
plataforma de microambiente tumoral acima referenciada, o
tecido tumoral ¢é obtido da fonte selecionada do grupo
compreendendo sistema nervoso central, medula bssea,
sangue, baco, timo, coracdo, gléandula mamaria, figado,
pancreas, tiroide, musculo esquelético, rim, pulméo,
intestino, estdmago, esbdbfago, ovario, bexiga, testiculo,
Utero, tecido estromal e tecido conectivo ou guaisquer suas
combinacgdes; em que o tumor ou o tecido tumoral é obtido
cirurgicamente ou por bidpsia ou como xenoenxerto ou

quaisquer suas combinag¢®es; e o tumor ou o tecido tumoral é
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dividido em pequenos pedacos de seccgdes de cerca de 100 um
a cerca de 3000 um; em gque a cultura do tecido tumoral é
levada a cabo & temperatura variando de cerca de 30 °C a
cerca de 40 °C, preferencialmente cerca de 37 °C; durante
duracdo de tempo de cerca de 2 a 10 dias, preferencialmente
cerca de 3 a 7 dias; e CO, a cerca de 5%; e em gque a
plataforma de revestimento é selecionada do grupo
compreendendo placa, base, frasco, prato, placa de Petri e

prato de Petri.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, a
plataforma de microambiente acima referenciada ¢é ©para
manutencdo das redes de sinalizacdo da célula tumoral; e
para manutencdo de um microambiente de tecido, argquitetura

celular e integridade da interacdo tumor-estroma intactos.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, o meio de
cultura é selecionado do grupo compreendendo Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco ou RPMI1640 [Meio do Roswell Park
Memorial Institute] a concentracdo variando de cerca de 60%
a cerca de 100%, preferencialmente cerca de 80% 2 mL; FBS
(Soro Fetal de Bovino) inativado pelo calor a concentracdo
de cerca de 0,1% a cerca de 40%, preferencialmente cerca de
2% p/p; Penicilina-Estreptomicina & concentracdo variando
de cerca de 1% a cerca de 2%, preferencialmente cerca de 1%
p/p; piruvato de sdédio & concentracdo variando de cerca de
10 mM a cerca de 500 mM, preferencialmente cerca de 100 mM;
0 aminodcido ndo essencial é L-glutamina a concentracédo
variando de cerca de 1 mM a cerca de 10 mM,
preferencialmente cerca de 5 mM; e HEPES (acido (4-(2-
hidroxietil)-1l-piperazinaetanossulfdénico) a concentracédo
variando de cerca de 1 mM a cerca de 20 mM,

preferencialmente cerca de 10 mM; 0 soro estd a
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concentracdo variando de cerca de 0,1% a cerca de 10%,

preferencialmente cerca de 2%.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, nos
métodos acima referenciados, o tumor é selecionado do grupo
compreendendo estdmago, cdbdlon, cabeca & pescoco, cérebro,
cavidade oral, mama, gastrico, gastrointestinal, esofégico,
colorretal, pancreadtico, pulmdo, figado, rim, ovéarios,
uterino, 0SSO0, prbéstata, testicular, glioblastoma,
astrocitoma, melanoma, tiroide, bexiga, células ndo
pequenas do pulmdo, células pequenas do pulmdo, cancros
hematoldégicos incluindo AML, Leucemia Mieloide Aguda, CML,
Leucemia Mieloide Crénica, ALL, Leucemia Linfocitica Aguda,
TALL, Leucemia Linfoblédstica Aguda de c¢élulas T, NHIL,
Linfoma n&o de Hodgkin, DBCL, Linfoma de células B Difusas,
CLL, Leucemia Linfocitica Crédbnica, e mieloma multiplo ou

quaisquer suas combinacdes.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, nos
métodos acima referenciados, o© ensaio ¢é selecionado do
grupo compreendendo ensaio para a viabilidade de células,
morte de células, proliferacdo de células, morfologia
tumoral, conteido no estroma tumoral, metabolismo de
células, senescéncia ou guaisquer suas combinacdes; e em
gque 0 ensaio para a viabilidade de células e o metabolismo
de células é selecionado do grupo compreendendo ensaio WST,
ensaio de captacdo de ATP e ensaio de captacdo de glucose;
0 ensaio para a morte de células é selecionado do grupo
compreendendo ensaio LDH, ensaio de Caspase 3 Ativada,
ensaio de Caspase 8 Ativada e ensaio de Oxido Nitrico
Sintase, TUNEL; o ensaio para a proliferacdo de células é
selecionado do grupo compreendendo ensaio Ki67, ensaio de

razdo ATP/ADP e ensaio de captacdo de glucose; e o ensaio
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para a morfologia tumoral e o estroma tumoral é H&E,
coloracdo de Hematoxilina & Eosina; ou guaisquer suas

combinacdes.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, o método
¢ usado para decisdo de tratamento para o sujeito do grupo
compreendendo guimioterapia, terapia visada, cirurgia,
radiacdo ou guaisquer suas combinacdes; e em gue o indice
de sensibilidade se correlaciona com resposta clinica
completa, resposta <c¢linica parcial e nenhuma resposta
clinica guando o indice de sensibilidade é maior do que 60,

entre 20 e 60 e menor do gue 20, respetivamente.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, nos
métodos acima referenciados, a atribuicdo uma pontuacdo
ponderada de cada um da pluralidade de ensaios é baseada na

natureza do farmaco usado.

Em ainda outra forma de realizacdo da divulgacdo, nos
métodos acima referenciados, a andlise de microarray e
Acido Nucleico de DNA, RNA ou microRNA é levada a cabo para
se detetar a modulacdo da via antes do e apds o tratamento
com farmaco; e em que a andlise de microarray e Acido
Nucleico é confirmada usando ensaio selecionado do grupo
compreendendo PCR em Tempo real, RTPCR, Analise

imunohistoquimica, IHC, e perfil fosfo-protedmico.

Visdo global do Presente Método

A visdo global do protocolo usado na presente divulgagdo é

proporcionada como em baixo:

O primeiro passo € recolha de amostras de tecido e
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recolha de amostras de sangue pbs-obtencao do
consentimento informado do paciente. As amostras s&o
obtidas através de colaboracéao clinica usando
procedimentos aprovados por IRB. Logo gue o tumor seja
obtido da respetiva fonte de pacientes é sujeito ao

método de tratamento com explantes e/ou xenoenxerto.

No método de tratamento com explantes, o “Preditor da
Resposta Clinica” é realizado para avaliacdo da resposta em

tumor de paciente primario.

Alternativamente, quando a fonte tumoral & um xenoenxerto,
o tumor de camundongos é excisado e adicionalmente sujeito
a andlise de explantes como descrito em baixo. Noutra forma
de realizacdo, o tumor ¢é obtido e ¢é implantado nos
camundongos, subsequentemente, ¢é permitido gue cresca,
depois é excisado e depois sujeito a presente anédlise

“Preditor da Resposta Clinica”.

Apds obtencdo da amostra de tecido é dividida para obtencéo
de wvarias entradas de a) ensaio de explantes; b) Ensaios
baseados em histologia como IHC (imunohistoquimica)/H&E, e
c) anadlise de eficédcia de xenoenxertos derivados de tumores

primariocs.

A) A amostra de tecido para anadlise de explantes ¢é
cortada usando Vibratome da Leica para gerar seccgdes de
espessura de cerca de 100-3000 um. Estas secgdes sao
cultivadas em placas revestidas com a composicdo de ECM
egspecifica do tipo de cancro em quadruplicado com meios
contendo soros autdlogos e também varios faArmacos
opcionalmente, durante um periodo de cerca de 48-96

horas. Os meios com farmaco e enriquecidos com
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soro/plasma/PBMCs/ligantes derivados do soro sdo mudados
a cada 24 horas. Apdbs este periodo ¢é feita analise
MTT/WST para avaliar a percentagem de viabilidade de
células (ensaio de ponto final). O sobrenadante da
cultura de meios é removido a cada 24 hrs e avaliado
quanto a proliferacdo (usando experiéncias de utilizacédo
de ATP e glucose) e morte de células (por avaliacdo de
ensaios de lactato desidrogenase e medic¢des de caspase-3
e caspase-8) para dar tendéncias de resposta cinética. Os
resultados sdo quantificados contra um controlo né&o
tratado com farmaco. Perda significativa na
viabilidade/proliferacdo de c¢élulas em comparacdo com
controlo ndo tratado & indicativa de resposta ao
farmaco/combinacdo e também morte de células aumentada.
As seccgdes de tecido tanto tratadas como ndo tratadas séo
também dadas para avaliacdo histoldgica no final do
periodo de cultura.

B) 0Os tecidos dados para avaliacdo histoldgica séo
avaliados guanto a apoptose por TUNEL e ensaio de caspase
3 ativada. Igualmente, a proliferacdo de células &
avaliada quanto aos marcadores de proliferacdo padréo
como Ki67, H&E & também rotineiramente realizada para
avaliar as figuras mitdéticas, necrose e caracteristicas
grosseiras gerais do tecido.

C) Tumores selecionados sdo implantados em camundongos
imunocomprometidos como um xenoenxerto para gerar banco e
tumores para o propdsito de expansdo e manutencdo de
tecidos através de passagem em série em camundongos

imunocomprometidos.

Numa abordagem especifica, o estudo de xencenxertos é feito
de modo a wvalidar a resposta “Preditor da Resposta

Clinica”. A amostra dada para o estudo de xencenxertos é
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usada para implantar cerca de 3-5 camundongos SCID
imunocomprometidos para gerar xencenxertos de tumores
primdrios que sdo subsequentemente sujeitos a estimativa da
eficdcia dos farmacos. Como capturado acima, a metodologia
de xenoenxertos ndo é um procedimento de rotina, mas €& uma
parte da validacdo da presente resposta “Preditor da
Resposta Clinica”. Como parte da andlise de resposta
“Preditor da Resposta Clinica” é observado gque o0s
gquimioterapéuticos e terapias visadas testados em sistema
de explante e xenoenxerto s&o idénticos ao regime prescrito
pelo médico para o paciente do qual o tecido tumoral é

obtido.

Independentemente do tipo de cancro sélido testado, © mesmo
procedimento como mencionado acima é seguido. A Unica
diferenca processual entre os diferentes tipos de cancros
sb6lidos é o painel de farmacos testados e a composicdo de
ECM da ©placa revestida. Adicionalmente, 0s ligantes
derivados do soro sdo unicos de cada paciente testado no

modelo de explantes.

Logo que o volume de tecido tumoral de explante alcance a
volta de 500 ng, 0 sistema de explantes é adicionalmente
validado por teste do tecido em sistema de explantes
idéntico ao tecido do paciente original e correlacdo dos
dados de eficacia de todas estas leituras pré-clinicas,
i.e., leituras do sistema de xenoenxertos, sistema de
explantes e sistema de tecidos do paciente original. O
tempo tomado para gerar dados clinicos e dados de eficécia
para xenoenxertos derivados de tumores primdrios é entre 3-
8 meses. No entanto, o tempo de retorno para anadlise de

explantes e avaliacdo histoldgica é cerca de 1 semana.
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D) Todos 0s resultados pré-clinicos, tais como
viabilidade de células, morte de células por apoptose,
por citotoxicidade, e também estado de proliferacdo séo
finalmente integrados para dar uma Unica pontuacao
chamada pontuacdo M. Esta pontuacdo M foi inicialmente
construida usando uma coorte de treino. Foi descoberto
que baixa pontuacdo M é indicativa de fraca resposta
enquanto elevada pontuacdo M corresponde a melhor
resposta em cendrio clinico. Isto ¢é adicionalmente
validado usando uma coorte de validacdo de ~ 100 tumores
da cabeca e pescocgo, em gque a pontuacdo M para os tumores

& gerada e correlacionada com o resultado clinico.

O resultado pré-clinico “Preditor da Resposta Clinica” é
obtido em cerca de uma semana e o resultado c¢linico é
reunido apds cerca de 6 meses de terapia. Subseguentemente,
0s resultados obtidos de resultados pré-clinicos e clinicos
sdo correlacionados. O mesmo procedimento “Preditor da
Resposta Clinica” é usado para identificar respondedores e
ndo respondedores; e & comparado com o resultado clinico em

multiplos cancros sdélidos.

Num método exemplificativo, em conjuncdo com 0SS ensaios
para o “Preditor da Resposta Clinica”, as amostras de
tecido podem ser também avaliadas para se determinar o
material genético do tecido tumoral para se entender a
biologia do tumor. O tecido tumoral é sujeito a isolamento
de 4cido nucleico para avaliacdo de RNA e anédlise de
microarray de miRNA, anédlise de genes para mutacdes
especificas, sequenciacdo de exomas de DNA e Perfil

genético.
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Num método exemplificativo, o) desenvolvimento de
farmacos/assinatura tumoral/resisténcia a farmacos e
diagndéstico acompanhante sdo feitos do seguinte modo. Por
comparacdo do perfil genético de amostras tumorais nédo
tratadas com agquele de amostras tratadas, as vias que foram
afetadas devido ao tratamento com farmacos sdo deduzidas.
Olhando para o perfil de mRNA total, as wvias que foram
moduladas como resultado do tratamento e seu efeito na
resposta aos farmacos sdo correlacionadas. A sequéncia de
DNA de respondedores e ndo respondedores é comparada para
se obter uma assinatura para a resposta ou ndo resposta.
Deste modo, uma assinatura para qualguer um dos resultados
¢ deduzida. No caso de resisténcia aos farmacos, o material
genético é isolado das células resistentes nos explantes e
olha-se para a modulacdo da wvia em comparacdo com as
amostras ndo tratadas para se entender a biologia por
detréas da resisténcia. Para o) desenvolvimento de
diagndéstico acompanhante, a leitura de explantes é usada
para segregar respondedores e ndo respondedores, e a
informacdo genética subjacente é usada para reduzir isto a
assinatura genética para uso COomo um diagndstico

acompanhante para esse tratamento com fadrmacos particular.

Num método exemplificativo, uma das wvantagens de “Preditor
da Resposta Clinica” é a capacidade manter o microambiente
do tecido e arquitetura celular intactos, enquanto preserva
também a integridade da interacdo tumor-estroma. E neste
contexto biofisico e bioguimico que as células exibem
tecido bona fide e especificidade de o6rgdos. Agqui é
descrito um método de cultura de explantes usando fatias de
tecido para manter a argquitetura e microambiente celulares.
Os meios de cultura sédo também adicionalmente suplementados

com ligantes derivados do paciente para mimetizar as wvidas



25

de sinalizacd&o fisiologicamente relevantes similares ao
ambiente nativo. Adicionalmente, o sistema de plataforma de
teste de explantes utiliza a composicdo de ECM gque é
egpecifica desse tipo de cancro. Deste modo, © sistema de
explantes é um sistema gue mimetiza o ambiente hospedeiro
nativo tdo intimamente gquanto possivel. Este sistema uUnico
permite-nos responder a questdes especificas relacionadas
com a sinalizacd&o tumoral e o efeito de inibidores de
pequena molécula que visam vias especificas dentro do

ambiente tumoral.

Num método exemplificativo é 1levado a cabo o método de
criacdo de microambiente tumoral local in vitro due
mimetiza o microambiente tumoral do paciente. O método para
cultura organotipica a longo prazo de tecido tanto tumoral
como estromal é levado a cabo, em que a referida cultura
proporciona ligantes humanos para mimetizar sistemas de
sinalizacéo fisiologicamente relevantes. Uma cultura
organcotipica compreendendo de efetores imunes humanos e
fatores angiogénicos para fenocopiar o microambiente de
tecidos do hospedeiro é preparada. Na cultura organotipica,
0 tecido tumoral é obtido de tumores sélidos incluindo
tumores da cabeca & pescoco (HNSCC), cérebro, cavidade
oral, mama, gastrico, esofagico, colorretal (CRC),
pancreatico, pulmido, figado, rim, ovarios, uterino, osso,
prbéstata, testicular, e outros tecidos de origem humana ou
de camundongos bem como cancros hematoldgicos incluindo
Leucemia Mieloide Aguda (AML), leucemia mieloide crénica
(CML) , Leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia
linfobléastica aguda de células T (TALL), linfoma ndo de
Hodgkin (NHL), linfoma de <c¢élulas B difusas (DBCL) e
leucemia linfocitica crénica (CLL). A cultura organotipica

é para manutencdo da viabilidade de tecidos tumorais e
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redes de sinalizacdo por cultura do referido tecido em
placas pré-revestidas com  um cocktail de ©proteinas
extracelulares ou Matriz Extracelular definida especificas
do estidgio e tipo de cancro obtido de um tipo de tecido
selecionado do grupo consistindo em cancros de cabeca &
pescoco, cavidade oral, mama, ovarios, Utero,
gastrointestinal, colorretal, pancreatico, prbostata,
glioblastoma, astrocitoma, melanoma, tiroide, rim, bexiga,
células ndo peguenas do pulmdo, células pequenas do pulméo,
figado, o0sso e outros tecidos de origem humana ou de

camundongo.

Noutro método, a cultura organotipica ¢é suplementada com
ligantes isolados de soro humano, em gue O sSoro € SOro
humano autélogo, soro humano heterdlogo. Adicionalmente, a
cultura organotipica & suplementada <com soro humano
autdlogo ou soro humano heterdélogo ou com ligantes isolados
de plasma humano autdélogo ou com ligantes isolados de
plasma humano heterdlogo ou com ligantes isolados de sangue
humano autdélogo ou com ligantes isolados de sangue humano
heterélogo ou com ligantes isolados de soro, plasma ou

sangue ndoc humano ou com PBMCs isoladas de sangue autdlogo.

Em ainda outro método, a cultura organotipica ¢é também
suplementada com fatores imunes isolados de sangue humano
tal que seja de sangue humano autdlogo ou de sangue humano
heterdélogo. A cultura organotipica ¢é suplementada com
plasma humano autdlogo ou com plasma humano heterdélogo ou
com sangue humano autdélogo ou com sangue humano heterdlogo
ou com fatores imunes isolados de soro, plasma ou sangue
ndo humano. A cultura organotipica é também suplementada
com fatores angiogénicos isolados de soro humano tal como

soro humano autdlogo, soro humano heterdlogo. A cultura
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organotipica ¢é suplementada com fatores angiogénicos
isolados de soro, plasma ou sangue ndo humano ou com

fatores angiogénicos comercialmente disponiveis.

Em ainda outro método, o tecido na referida cultura
organotipica ¢é vidvel durante mais do que 7 dias em
cultura. As referidas condicgdes de cultura e tecido tumoral
sdo também usadas para estudar redes de sinalizacéo.
Adicionalmente, o tecido tumoral na cultura organotipica é
excisado e processado para se manter a viabilidade de
tecido méxima. A referida cultura organotipica é também
usada para rastreio, cultura e expansdo ex vivo de células
cancerigenas. Noutra forma de realizacdo é também feito
processamento adicional e criopreservacdo da cultura

organcotipica resultante.

Em outro método, a aplicacdo do presente microambiente
tumoral é na selecdo da opcgdo de tratamento 6tima para o
paciente sob investigacdo. O microambiente tumoral é também
usado na - selecdo de farmacos anticancerigenos para o
paciente sob investigacéo, selecédo de farmacos
anticancerigencos para combinar com os farmacos que foram
selecionados para o paciente sob investigacdo, decisdo da
opcdo de tratamento para o paciente de entre quimioterapia,
terapia wvisada, cirurgia, radiacdo ou uma sua combinacéio,
decisdo de se o paciente responderd a qguimioterapia,
terapia wvisada, cirurgia, Radiacdo ou uma sua combinacéio,
selecdo de faArmacos ndo para O cancro para o tratamento de

paciente com cancro sob investigacdo.

Em outro método, a aplicacdo do presente microambiente
tumoral é no desenvolvimento de farmacos anticancerigenos.

O microambiente tumoral ¢ também usado - no desenvolvimento
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pré-clinico ou clinico de farmacos anticancerigenos, para
identificar os tipos de cancros para os gquais o farmaco
anticancerigeno sob investigacdo tem atividade &6tima, para
identificar os farmacos standard of care étimos que possam
ser combinados com o) farmaco anticancerigeno sob
investigacdo para proporcionar atividade 4tima, para
identificar as doses étimas para o farmaco anticancerigeno
sob investigacdo para proporcionar atividade &tima, para
identificar as doses étimas para farmacos standard of care
gque possam ser combinados com o fadrmaco anticancerigeno sob
investigacdo para proporcionar atividade 4tima, para
identificar os pacientes o&étimos aos Jguais ©possa ser
administrado o farmaco anticancerigeno sob investigacéo
para proporcionar atividade étima sozinho ou em combinacgéo

com farmacos standard of care.

Em outro método, a aplicacdo do presente microambiente
tumoral ¢é no desenvolvimento de testes de diagndstico
acompanhantes para quimioterapias, farmacos visados. O
microambiente tumoral é também usado - no desenvolvimento
de testes de diagndéstico acompanhantes para gquimioterapias
ou farmacos visados incluindo bioldgicos, para estabelecer
0S “respondedores e nao respondedores” para
guimioterapéuticos ou farmacos visados incluindo
biolbégicos, perfil molecular dos “respondedores e néo
respondedores” assim selecionados para guimioterapéuticos
ou farmacos visados incluindo bioldgicos, gque é usado para
desenvolver o0s testes de diagndéstico acompanhantes para
pré-selecionar 0s pacientes que é provavel gue respondam ao
guimioterapéutico ou farmacos visados incluindo bioldgicos,
como um teste de diagndstico acompanhante funcional para
pré-selecionar o0s pacientes que é provavel gue respondem ao

guimioterapéutico ou farmacos visados incluindo bioldgicos.
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Em ainda outro método, a aplicacdo da presente ferramenta
de segregacido de pacientes é também no desenvolvimento de
farmacos para doencas autoimunes e disfuncgdes inflamatdrias
e no desenvolvimento de testes de diagndéstico acompanhantes
para oS farmacos usados para doencas autoimunes e

disfuncdes inflamatédrias.

Em outro exemplo é apresentado um método para rastreio de
células tumorais quanto a presenca de marcadores
especificos, em gque o método compreende de IHC e outras
técnicas; e determinacdo da viabilidade das referidas
células, em gue o) crescimento e proliferacéo sS&o

indicativos do estado tumoral.

Em outro exemplo é apresentado um método para rastreio de
agentes gquanto ao seu efeito no tumor, em gque o método
compreende o ato de contacto de agentes candidatos com uma
cultura e determinacdo do efeito do referido agente nas

células tumorails na referida cultura.

Em outro exemplo, os métodos/aplicacgdes acima mencionados
usam fatia de tecido que é de origem humana ou de origem
animal. Adicionalmente, o referido tecido ¢é do sistema
nervoso central, medula éssea, sangue (p.ex., mondcitos),
baco, timo, coracdo, glandulas mamidrias, figado, péancreas,
tiroide, musculo esquelético, rim, pulméo, intestino,
estdmago, esdfago, ovario, bexiga, testiculo, utero ou
tecido conectivo. Em continuacdo, nos métodos acima, as
referidas células s&o células estaminais ou as células séao
de mais do que um 6érgdo ou as células sdo de um dbrgdo ou

brgdos saudaveis ou as células sdo de um dérgdo ou obrgdos
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doentes ou as células foram geneticamente alteradas ou as

células sdo de um 6rgdo animal transgénico.

Noutro exemplo, a presente divulgacdo relaciona-se com um
método para rastreio de células tumorais gquanto a
marcadores especificos compreendendo o ato de - cultura do
tecido tumoral do sujeito na presente plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacdo 3
e tratamento do tecido tumoral <cultivado com o(s)
farmaco(s) para avaliar a resposta tumoral ao farmaco por
pluralidade de ensaios para se obter pontuacdo de avaliacédo
para cada um da pluralidade de ensaios. Subsequentemente é
feita andlise de microarray de RNA e microRNA para detetar
modulacdo de via pds-tratamento em comparacdo com perfil
pré-tratamento para identificar biomarcadores putativos;

confirmacdo dos mesmos de alvos é feita usando RTPCR e IHC.

Os seguintes exemplos elaboram adicionalmente e ilustram os
aspetos da presente divulgacdo. No entanto, estes exemplos
ndo devem ser interpretados como limitando o &ambito da

presente divulgacéao.

EXEMPLOS

A presente divulgacdo apresenta os <vArios aspetos da
invencdo por meio dos seguintes exemplos ilustrativos, em
que o exemplo 1 se relaciona com a preparacdo e
revestimento de composicdo de ECM adequada em placas de
células gque é usada na presente andlise “Preditor da
Resposta Clinica”. O —cenario do sistema de analise
“Preditor da Resposta Clinica” é elaborado no Exemplo 2, Os
Exemplos 1 e 2 ilustram também a significdncia de

revestimento das placas para a presente andlise com ECM
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egpecifica do cancro e adicdo de ligantes derivados do soro
no presente processo “Preditor da Resposta Clinica”. O
exemplo 3 proporciocna o protocolo de Explantes (i.e.,
protocolo do “Preditor da Resposta Clinica”) em que a fonte
do tecido tumoral pode ser do paciente ou seu xenoenxerto;
e a metodologia de geracdo do tecido tumoral de xenoenxerto
é proporcionada no Exemplo 4, 0O exemplo 5 apresenta o
protocolo usado para determinacdo da eficdcia terapéutica
de fArmacos em xenocenxertos tumorais de camundongos
SCID/nus, de modo a wvalidar os resultados obtidos pela
Andlise “Preditor da Resposta Clinica”. O sistema “Preditor
da Resposta Clinica” é depois sujeito a wvalidacdo pré-
clinica como ilustrado no Exemplo 6 e wvalidacdo clinica no
Exemplo 14, Os protocolos dos ensaios empregues na Analise
“Preditor da Resposta Clinica” foram proporcionados no
Exemplo 7 e o conceito de pontuacdo M é apresentado no
Exemplo 8, O sistema “Preditor da Resposta Clinica” ¢é
adicionalmente testado para prever a resposta de multiplos
cancros sdélidos nos Exemplos 9, 13 e 14, O exemplo 10
mostra o protocolo inteiro de “Preditor da Resposta
Clinica” comparando os resultados obtidos com resultado
clinico de modo a validar a presente andlise. Os exemplos
11 e 12 proporcionam dados experimentais de modo a
demonstrar gque a presente andlise “Preditor da Resposta
Clinica” é um melhor ©preditor da resposta do qgue

biomarcadores linhas de células, respetivamente.

Exemplo 1l: Preparacdo e Revestimento de Composicido de ECM

Adequada em Placas de Células:

A fonte do tumor é tecido tumoral primario do paciente,
derivado por protocolos padrdo. Alternativamente, o tecido

tumoral humano primario ¢é implantado subcutaneamente em
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camundongos SCID imunocomprometidos para gerar xenoenxertos
tumorais humanos primdrios para uma variedade de cancros
sb6lidos. Apds medicdo do volume tumoral de a volta de 1000
mm®, o tumor é excisado do xenoenxerto. A ECM é isolada do
tumor do paciente ou de tecido tumoral do xenocenxerto de

acordo com o protocolo proporcionado em baixo.

Isolamento de ECM humana e sua caracterizacéao:

Os tecidos tumorais frescos cirurgicamente removidos sé&o
dissecados, cortados em seccgdes de 1-2 mm, e suspensos em
solucdo de dispase (Stem cell Technologies 1Inc.) e
incubados durante 15 min a 48 °C. Os tecidos séao
homogeneizados numa solucdo tampdo rica em sal contendo
Tris a 0,05 M pH 7,4, cloreto de sédio a 3,4 M, 4 mM de
EDTA, 2 mM de N-etilmaleimida e protease (Roche) e
inibidores de fosfatase (Sigma). A mistura homogeneizada é
centrifugada a 7000 g durante 15 min e o sobrenadante &
descartado. O pélete é incubado em tampdo de ureia a 2 M
(cloreto de sédio a 0,15 M e Tris a 0,05 M pH 7,4) e
agitado durante a noite a 48 °C. A mistura ¢é depois
finalmente centrifugada a 14,000 g durante 20 min, e
ressuspensa no tampdo de ureia a 2 M e armazenada a -80 °C
em aliquotas. A estimativa das proteinas é feita usando o
estojo de ensaio de proteinas DC (Lowry modificado, Bio-
Rad) para estimar a quantidade de proteinas de ECM isoladas
para quantificacdo. O revestimento de pratos de cultura de
tecidos é levado a cabo com extratos de proteina a 37 °C

durante 3 hr.

Apbs isolamento de ECM de uma variedade de tecidos tumorais
para diferentes indicacgdes, a composicdo destas ECM é

analisada por espetrometria de massa, o0s resultados da qual
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sdo ilustrados nas tabelas 1A a 1G. A distribuicdo e
abundincia de diferentes composicdes da Matriz Extracelular
isolada de diferentes tumores primérios (HNSCC, cancros do
estdmago, ©pancreatico e c¢bdlon) s&do representadas nas
Tabelas 1A a 1G. As amostras sdo purificadas e sujeitas a
andlise por LCMS. A abundéncia das principais proteinas da
matriz é indicada para cada tipo de tumor. Como ilustrado
nas tabelas acima mencionadas, o0s componentes requeridos
para o revestimento de ECM sdo especificos de cada tipo de
cancro. Consequentemente, todos os dados acima ajudam na
identificacdo da composicdo da ECM a ser revestida nos
pocos na direcdo do tipo de tumor/cancro especifico. As
concentracdes dos componentes requeridos na mistura de ECM
sdo proporcionadas na tabela 1 em baixo, que & um resumo

das tabelas 1A a 1G.

Tabela 1: Concentragdo de constituintes de composicido de

ECM

No de iLista Hu-ECM Concentragédo de revestimento (pg/mL)

cerca de 0,01 a cerca de 100, preferencialmente cerca de 5, cerca de |

1 colagéniol 20 e cerca de 50

cerca de 0,01 a cerca de 100, preferencialmente cerca de 0,1, cerca

2 colagénio3 de 1, cerca de 10 e cerca de 100

cerca de 0,01 a cerca de 500, preferencialmente cerca de 5, cerca de

3 colagéniod 20 e cerca de 250

cerca de 0,01 a cerca de 500, preferencialmente cerca de 0,1, cerca

4 colagénio6 de 1 e cerca de 10

cerca de 0,01 a cerca de 750, preferencialmente cerca de 5, cerca de |

5 FN 20 e cerca de 500

cerca de 0,01 a cerca de 95, preferencialmente cerca de 5 e cerca de'

6 VN 10

cerca de 0,01 a cerca de 500, preferencialmente cerca de 1 e cerca

7 Caderina de 5

cerca de 0,01 a cerca de 500, preferencialmente cerca de 5 e cerca

8 Filamina A de 10




34

No de i{Lista Hu-ECM Concentragédo de revestimento (pg/mL)

cerca de 0,01 a cerca de 100, preferencialmente cerca de 1 e cerca

9 Vimentina de 10

cerca de 0,01 a cerca de 100, preferencialmente cerca de 5, cerca de

10 Laminina 10 e cerca de 20

cerca de 0,01 a cerca de 100, preferencialmente cerca de 10 e cerca

11 Decorina de 20

cerca de 0,01 a cerca de 500, preferencialmente cerca de 10 e cerca

12 Tenascina C de 25

cerca de 0,01 a cerca de 150, preferencialmente cerca de 1 e cerca

13 Osteopontina de b5

Apdbs avaliacdo de ECM de diferentes tipos de tumores de
xenoenxertos primarios em comparacdc com o tumor dador
primario, experiéncias de revestimento foram  também
realizadas para teste das ECMs do mesmo tipo de cancro
sélido (p.ex., Coéblon), mas isoladas de diferente
xenoenxertos tumorais primarios (diferentes dadores
primdrios). As placas de ECM diferentemente revestidas séao
também analisadas no que diz respeito a sua capacidade de
proporcionarem suporte/estrutura para os tecidos testados
em explantes. Todos os dados acima sdo agrupados para se
chegar a4 ECM final a ser revestida na placa na direcdo de

um tipo de tumor/cancro especifico.
A viabilidade de tecidos tumorais em Matriz ECM
diferencialmente revestida é monitorizada durante um

periodo de cerca de 3 a cerca de 7 dias a 37 °C a CO; a 5%.

Tabela 1A: ESTOMAGO

A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores gastricos e

analisados por LCMS.

No de % de gama (n =
Proteina Nome
S. 6)
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores gastricos el

analisados por LCMS.

No de % de gama (n = '
Proteina Nome
S. 6)
1 B1 Cadeia alfa-1 (I) do colagénio 0,7-49,5
2 B2 Cadeia alfa-2 (II) do colagénio 0,4-39,8 |
3 B15 Cadeia alfa-1 (III) do colagénio 1,1-38,3 %
4 B33 Proteina de fusdoc COL1A1 e PDGFB 0,8-21 g
5 B34 Isoforma de tuberina 1 0,5-15 g
6 B35 Isoforma de tuberina 4 1-19,3 g
7 B36 Isoforma de tuberina 5 0,3-35,8 %
8 B37 Precursor da isoforma 1 alfa-8 de protocaderina 0,9-6,3 %
9 B38 Precursor da isoforma 2 alfa-8 de protocaderina 0-3,5
10 B39 Precursor da isoforma 2 alfa-M de integrina 1-44,4 g
11 B40 Precursor da isoforma 1 alfa-M de integrina 1,5-12,7 g
1 C1 Actina, citoplasmatica 1 0,2-25
2 c2 Actina, citoplasmatica 2 0,4-37
3 Cc3 Actina, um musculo cardiaco 2-33,7
4 Cc4 Actina, um muisculo esquelético 0,2-21,3
5 C9 Citogqueratina, tipo 1 0,1-35,5
6 C10 Citogqueratina, tipo 2 0,6-21,7
7 C19 Actina, misculo liso adértico 1 0,4-28,9
Actina, precursor da isoforma 2 do musculo 1liso gama-
8 Cc20 0,2-19,2
entérico
9 c21 Actina, muasculo liso adértico 2 0-9,7
10 C30 Distonina 0,2-11,3 g
1 R23 Proteina S100-A8 1-20,3 %
2 R25 Anexina Al 3-15,1 %
3 R34 Proteina S100-29 2,8-12,8 %
4 R64 Hialuronano sintase 2 0,2-8,6 %
5 R65 Proteina tipo MICAL C-terminal 0,1-6,6 g
6 R66 Proteina tipo canal de cloreto CLIC 1 1-16,6
7 R67 Recetor da familia GDNF alfa-1 0,2-23,7 g
3 R68 Componente de proteinas Rab geranilgeraniltransferase A 0,9-25,7
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores gastricos el

analisados por LCMS.

No de % de gama (n =
Proteina Nome
S. 6)
1
9 R69 Basonuclina-1 0,9-30,9 :
Fator de iniciagdo da tradugdo eucaridtica 2-alfa t
10 R70 0,9-13,8
cinase 4
11 § R71 Diacilglicerocl cinase delta § 0,8-5,2 §
12 \ R72 Protease tipo AMSH \ 0,8-18,3 %
13 R73 Tau-tubulina cinase 1 0,7-6,1 %
14 R74 Proteina cinase associada a Rho 2 0,6-26 é
15 R75 deacetilase sirtuina-1 dependente de NAD 0,8-11,1 %
16 R76 Glicogénio fosforilase, forma do cérebro 0,6-5 §
17 R77 Proteina de ligacdo a oxisterol 1 0,2-10,6 %
1 06 Histona H4 0,5-3,6 %
2 035 Membro da familia do dominio de angquirina POTE F 0,2-8 g
3 037 Membro da familia do dominio de anquirina POTE E 0,7-6 %
Isoforma 2 do membro da familia do dominio de anquirina t
4 038 0,7-7,6
POTE T
5 041 Proteina ndo caracterizada 0,1-5,2 §
6 042 Pré-pré-proteina da albumina do soro 0,4-8,1 §
7 043 Precursor da glicoproteina alfa-l—-acida 2 0,2-14 §
Precursor do membro da superfamilia de imunoglobulinas %
8 044 0,2-20,4
2
9 045 Isoforma de limcaina-b 1 0,1-9 §
10 046 Isoforma de limcaina-b 3 0,1-9 %
11 047 Isoforma de limcaina-b 2 0,1-9,2 %
12 048 Inibidor da proteina de crescimento 2 0,1-9,9 g
13 049 Subunidade de hemoglobina gama-2 0,5-4,6 %
14 050 Subunidade de hemoglobina épsilon [Homo sapiens] 0,5-18,6 %
15 051 Subunidade de hemoglobina delta 0,5-22,5 %
16 052 Subunidade de hemoglobina beta 0,5-17,2 %
17 053 Subunidade de hemoglobina gama-1 0,5-31,1 %
18 054 Enzima modificante-ativante tipo ubiquitina 7 0,1-39 %
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A tabela em baixo lista os

analisados por LCMS.

componentes de ECM que foram isolados de tumores gastricos el

No de % de gama (n =1
Proteina Nome

S. 6)
19 070 Proteina contendo dominio NudC 2 0,2-36,6
20 071 Proteina apoptogénica 1, mitocondrial 0,2-8,6 §
21 078 Proteina de ligacgdo ao ribossoma 0,8-30,4 %
22 080 Proteina Clborf2 0,1-21 %
23 081 Proteina contendo dominio L1 ribossomal 1 0,9-51,14 %
24 082 Proteina de ligagdo ao nucledétido guanina 0,8-38,3 %
25 083 Fator tipo Krueppel 0,1-14,3 %
26 084 Cadeia beta do recetor de células T 0,1-5 %

Tabela 1B: CRC

A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores colorretais |

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome

S. =17)

1 M1 Miosina 1 0,3-25,5

2 M9 Miosina 9 0,2-12,4 |
3 M24 Isoforma 9 de Fibronectina 0,4-20,7 %
4 M25 Isoforma 10 de Fibronectina 0,3-23,1 §
5 M26 Pré-pré-proteina da isoforma 4 de fibronectina 0,2-11,2 %
6 M31 Isoforma DPI de Desmoplaquina 0,1-15,6 %
7 M37 Mucina-12 0,2-33,7 %
3 M38 Interface das microfibrilas de elastina 1 0-11,6 %
9 M39 Isoforma de obscurina b 0,2-12,3 %
10 M40 Isoforma de obscurina a 0,1-22,2 §
11 M41 Isoforma 2 da proteina ligante contendo dominio CAP-Gly 2 0,1-20,1 %
12 M42 Isoforma 1 da proteina ligante contendo dominio CAP-Gly 2 0,2-4,8 %
13 M43 Precursor da isoforma 1 da proteina tipo obscurina 1 0,1-5 %
14 M44 Precursor da isoforma 2 da proteina tipo obscurina 1 0,1-13,5 %
15 M45 Precursor da isoforma 3 da proteina tipo obscurina 1 0,1-17,4 §
1 Bl Cadeia alfa-1 (I) de colagénio 1,1-28,3 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores colorretais |

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome

S. =17)

2 B2 Cadeia alfa-2 (I) de colagénio 0,9-42,8

3 B3 Isoforma 1 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0-22,5 §
4 B15 Cadeia alfa-1 (III) de colagénio 0,9-36,7 %
5 B17 Proteina da membrana associada & vesicula 3 0,6-9,2 %
6 B37 Precursor da isoforma 1 alfa-8 de protocaderina 4,6-5,7 g
7 B38 Precursor da isoforma 2 alfa-8 de protocaderina 0,8-5,2 g
8 B42 Precursor da isoforma B da cadeia alfa-6 (IV) de colagénio 0,3-2,3 %
9 B43 Precursor da isoforma A da cadeia alfa-6 (IV) de colagénio 0,4-1,9 %
10 B44 Colagénio, tipo XXII, alfa 1 0,1-14,5 %
11 B45 Precursor de estabilina-2 0,1-3,5 g
12 B46 Isoforma 1 de semaforina-4G 0,2-13,8 g
13 B47 Isoforma 2 de semaforina-4G 0,2-22,7 g
14 B48 Precursor de Fat 1 de protocaderina 0,9-34,6 %
15 B49 Tetraspanina-11 0,2-4,2 %
16 B50 Cadeia alfa-1 (XX) de colagénio 0,3-18,6 %
1 C1 Actina, citoplasmatica 1 0,2-30,9 %
2 c2 Actina, citoplasmatica 2 0,1-19,2 %
3 c4 Actina, um musculo esquelético 0,1-23,8 %
4 Cc6 Tubulina-a 0,3-29,9 %
5 Cc7 Tubulina, b 0,3-14,8 %
6 C10 Citoqueratina, tipo 2 1,1-35,2 %
7 Ccl2 Proteina de 69 KDa 0,5-17,7 g
8 C15 Coronina 1 A 0,3-24,8 g
9 Cl6 Placoglobina de juncédo 0,3-9,9 %
10 C18 Isoforma 1 de Filamina-2A 0,9-15,8 %
11 Cc22 Vimentina 0,2-25,5 %
12 c23 Plastina 2 0,2-22,4 g
13 c28 Dineina 0,2-37,8 g
14 C35 Polipéptido pesado dos neurofilamentos 0,5-13,6 %
1 R1 Calmodulina 0,1-18,7 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores colorretais |

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome
S. =17)
2 R24 Proteina do dedo de zinco putativa 137 0,5-25,9
3 R28 Hombélogo 1 do fator autorregulador epidérmico deformado 0,6-16,6 §
. 205 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, especifica dos 0,6-19,5 t
testiculos
5 § R30 §Fator de transcrigdo MAFK 0,6-5,4 §
6 \ R31 \Triptofano 2,3-dioxigenase 0,5-8,8 %
7 R32 Proteina associada & membrana eritroide 0,2-14,6 %
3 R33 Alquildi-hidroxiacetonafosfato sintase 0,2-15,4 %
9 R37 Proteina transportadora mitocondrial de ligagdo ao calcio 0,3-17,3 %
10 R74 Proteina cinase associada a Rho 2 0,6-18,1 %
11 R79 Pré-pré-proteina tripsina-1 0,3-32,9 %
12 R83 Proteina de ligagdo a cromodominio-helicase-DNA 7 0,1-10,1 %
13 R86 Isoforma 1 de BBX do fator de transcrigdo da caixa HMG 14,5 %
14 R87 Familia contendo dominio de homologia com pleckstrina 0,2-21,9 %
15 R88 Exonuclease GOR 0,3-33,8 §
16 R8Y Isoforma da neurcobeachina 1 0,4-18,9 %
17 RS0 Proteina tipo neuralizada 2 0,4-11,2 %
18 R91 27,5 -fosfodiesterase 12 0,3-25,7 %
19 R92 Ubiquitina E3-proteina ligase tipo NEDD 0,3-27,8 %
20 R93 Isoforma 1 da proteina do dedo de zinco 84 0,1-22,9 %
21 R94 Proteina de ER de homeostase do calcio 0,2-9,5 %
22 R95 Grande subunidade de DNA primase 0,2-20,4 %
23 R96 Proteina ativante de Rho GTPase 22 0,9-28,6 %
24 R97 Isoforma 2 de Proteina Niban 0,4-38,8 §
ARF-GAP com espiral enrolada, repetigdo ANK e proteina
25 RY98 0,4-14
contendo dominio PH 3
26 R99 Serina protease HTRAL 0,2-11,7 §
27 R100 Molécula inibidora apoptédtica Fas 0,3-16,2 %
28 R101 Aspartato aminotransferase, citoplasmatica 0,1-16 %
29 R102 Isoforma b da proteina cinase 4 ativada por mitogénio 0,2-22,2 %
30 R103 Proteina cinase C delta 0,1-9,9 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores colorretais |

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome
S. =17)
1 020 Subunidades de Hb (alfa) 0,2-15,2
2 023 Regido de cadeia C de Ig a-1 0,1-27,8 §
3 041 Proteina ndo caracterizada 0,3-17,5 %
4 042 Pré-pré-proteina da albumina do soro 0,7-14,2 %
5 051 Subunidade de hemoglobina delta 0,1-17,4 %
6 052 Subunidade de hemoglobina beta 0,1-28,5 %
7 053 Subunidade de hemoglobina gmma-1 0,1-15,2 %
8 055 Proteina tipo antigénio paraneoplasica 6B 0,1-16,1 %
9 056 Proteina tipo antigénio paraneoplasica 6A 0,5-16,1 §
10 057 Proteina de biogénese do ribossoma BRX1 0-15,4 %
11 083 Fator tipo Krueppel 0,3-19,4 %
12 094 Isoforma gama de proteina tipo Max 0,5-13 %
13 095 Ribonucleoproteina ligagdo a PTB 1 0,3-9,3 %
14 096 Membro da subfamilia G de cassete de ligagdo ao ATP 8 0,1-13,0 %
15 097 Homélogo do ciclo de divisdo de células 7 0,9-3 %
16 098 Neurolisina, precursor mitocondrial 0,1-23,6 %
17 099 Proteina hipotética LOC254778 0,5-18,1 %
Proteina transportadora de fosfato, precursor da isoforma E
18 0101 0,1-27,8 {
b mitocondrial §
19 0102 Proteina de ligacdo a cinase 1 de ligacdo a TANK 1 0,1-26,2 %
20 0103 KRT8P11, pseudogene 11 de queratina 8 0,9-7 §
Proteina contendo dominio SAM  radical 1, precursor §
21 0104 0,3-20
mitocondrial
22 0105 PRO2619 0,5-8,4

Tabela 1C: CaBr

A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores da mama e'

analisados por LCMS.

No de % de gama
Proteina Nome
S. (n = 6)
1 M15 Troponina C, misculo esquelético 0,1-11,9
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A tabela em baixo lista

analisados por LCMS.

os componentes de ECM que foram isolados de tumores da mama el

No de % de gama
Proteina Nome
S. (n = 6)
2 M33 Lumicano 0,5-26,7
3 M34 Isoforma de decorina c¢ 0-14,2 §
4 M35 Isoforma de decorina a 0,4-6 §
1 B1 Cadeia alfa-1 (I) de colagénio 0,8-43,6 §
2 B2 Cadeia alfa-2 (I) de colagénio 0,1-40,9 |
3 B3 Isoforma 1 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0,3-25,9 §
4 B5 Isoforma 4 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0,1-15,8 |
5 B6 Isoforma 2C2 de Cadeia alfa-2 (VI) de colagénio 0,5-35,2 §
6 B7 Isoforma 2C2A° de Cadeia alfa-2 (VI) de colagénio 0,4-14,9 §
7 B8 Isoforma 2C2A de Cadeia alfa-2 (VI) de colagénio 0,5-39,8 §
8 B15 iCadeia alfa-1 (III) de colagénio 0,4-12,6 |
9 B20 Isoforma 5 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0,8-6,6 §
10 B21 Isoforma longa de cadeia alfa-1 (XII) de colagénio 0,2-4,5 §
11 B22 Isoforma curta de cadeia alfa-1 (XII) de colagénio 0,6-14,4 §
12 B23 Cadeia alfa-1 (XIV) de colagénio 0,1-14,3 §
13 B24 Cadeia alfa-1 (VI) de colagénio 0,6-23,8 §
14 B25 Homélogo da familia de fermitina 3 0-5
Isoforma 1 do hombélogo de proteina contendo dominio PH
15 B26 0,5-11,5
expresso na zona ventricular 1
16 B27 Isoforma 2 gama-B6 de protocaderina 0,1-8,4 §
17 B28 Isoforma 1 gama-B6 de protocaderina 0,1-17,4 §
Isoforma 1 da proteina contendo dominic PH expresso na zona .
18 B29 1-8,7
ventricular 1
Isoforma 2 do hombélogo de proteina contendo dominio PH
19 B30 0,9-6,9
expresso na zona ventricular 1
20 B31 Proteina transmembranar 63C 0,7-8,3 §
21 B32 Fator de von Willebrand, tipo C 2,1-8 §
Actina, precursor da isoforma 1 do misculo liso gama- §
1 Cc8 079_48 §
entérico i
2 C9 Citoqueratina, tipo 1 0,9-26 §
3 C10 Citoqueratina, tipo 2 3,0-51 §
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores da mama el

analisados por LCMS.

No de % de gama
Proteina Nome
S. (n = 6)
4 c22 Vimentina 0,3-15
5 C25 Isoforma de vinculina meta-vVCL 0,1-22,3 §
6 C26 Isoforma de vinculina VCL 0,2-12,2 %
7 c27 Fostensina 0,8-13,6 g
3 c28 Dineina 1-14,7 g
9 Cc29 Proteina das fibras densas exteriores 2 0,2-6,2 %
1 R9 Frutose bifosfatoaldolase A 0,5-8 %
2 R10 Piruvato Cinase 1,6-15,2 %
3 R22 Olfactomedina-4 0,7-15,4 %
4 R25 Anexina Al 0,5-9,3 g
5 R26 Creatina Cinase tipo M 2,2-10 g
Polirribonucledétido nucleotidiltransferase 1, precursor %
6 R27 0,5-13,6 i
mitocondrial i
7 R28 Hombélogo do fator autorregulador epidérmico deformado 1 0,1-11,3 %
8 R48 Fator de crescimento tipo insulina IT 0,4-13 %
9 R49 DDAH2 0,2-8,9 %
10 R50 Fumarato hidratase, precursor mitocondrial 0,3-6,6 g
11 R51 Coativador dos recetores nucleares 5 0,9-9,3 %
12 R52 Proteina BEX5 1-13,8 %
13 R53 Proteina THEMIS 0,2-9,8 %
14 R54 Fator de transcrigdo de oligondendrécitos 0,5-17,7 %
15 R55 Subunidade alfa da proteina do canal de sé6dio 8 0,1-9,2 %
16 R56 Fator de transcrigdo HIVEP2 0,9-10 g
17 R57 Serina/treonina-proteina cinase SMG1 1-20,1 g
18 R58 Proteina ativante de Ras GTPase putativa 4B 0,7-8,7 %
19 R59 Proteina ativante de Ras GTPase 4 0,3-13,7 %
20 R60 Proteina tipo humanina 3 1,6-8 g
21 R61 Proteina de caixa Homeo Nkx-6,1 2-16,9 g
22 R62 Sepiapterina redutase 3,2-16,9 %
23 R63 Adenilato ciclase 3 1-9,4 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores da mama el

analisados por LCMS.

No de § § % de gama
{Proteina | Nome

s. | § (n = 6)

1 08 Histona H1 0,3-9,8 §
2 041 Proteina ndo caracterizada 0-14,9 %
3 042 Pré-pré-proteina da albumina do soro 1,2-17,2 %
4 060 Proteina ribossomal 395 L20 0,4-15,5 %
5 066 Proteina tipo SMGl n&oc caracterizada putativa 1,5-35 %
6 067 Isoforma 1 do fator de citocina tipo cardiotrofina 1 2-9,4 %
7 068 Dominioc de repetigdoc de anquirina 13B 0,9-12,1 %
8 069 Precursor da familia de LGI de repeticgbdes ricas em leucina 1,4-23 %
9 070 Proteina contendo dominic NudC 2 0,5-12,1 é
10 071 Proteina apoptogénica 1, mitocondrial 1-14,2 %
11 072 Proteina ribossomal 605 L39 4-23,7 %
12 073 Subunidade do complexo promotor de anafase 0-14,1 %
13 074 Proteina tumoral translacionalmente controlada 0,9-6 %
14 075 Subunidade do fator de iniciacgdo da tradugdo eIF-2B § 1-8,6 %
15 076 Proteina que interage com Rabb putativa \ 0,5-8 %
16 077 Inibidor da tripsina secretora pancredtica 0,1-7,2 %

Tabela 1D: H e N

A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores de carcinoma |

de células escamosas da cabega e pescogo e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome

S. = 6)

1 M1 Miosina 1 0,5-27

2 M2 iosina 2 0,1-6,4 !
3 M9 Miosina 9 0,2-11 %
4 M17 Isoforma 1 de Fibronectina 0,1-7 %
5 M18 Isoforma 3 de Fibronectina 0-28 %
6 M19 Isoforma 4 de Fibronectina 0,1-12,5 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores de carcinoma |

de células escamosas da cabega e pescogo e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome

S. = 6)

7 M20 Isoforma 5 de Fibronectina 0,1-9,3

8 M21 soforma 6 de Fibronectina 0,1-10,5 §
9 M22 Isoforma 7 de Fibronectina 0,1-10,5 %
10 M23 Isoforma 8 de Fibronectina 0,1-3,3 g
11 M24 Isoforma 9 de Fibronectina 0,1-9 g
12 M25 Isoforma 10 de Fibronectina 0,1-8 g
13 M26 Pré-pré-proteina de fibronectina 0-5,1 %
14 M27 Isoforma 14 de Fibronectina 0,1-21 %
15 M28 Isoforma 15 de Fibronectina 0,1-4,6 %
16 M29 Isoforma 13 de Fibronectina 0-6,8 g
17 M30 Isoforma 11 de Fibronectina 0,1-12 g
18 M36 Molécula de adesdo de células relacionada com CRA 16 0,6-5,4
1 B1 iCadeia alfa-1 (T) de colagénio 2,3-21,7
2 B2 Cadeia alfa-2 (I) de colagénio 1,4-24,1
3 B3 Isoforma 1 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 1-11,6
4 B4 Isoforma 2 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 1-8,4
5 B5 Isoforma 4 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 1-18,2
6 B6 Isoforma 2C2 de Cadeia alfa-2 (VI) de colagénio 0,3-6
7 B7 Isoforma 2C2A° de Cadeia alfa-2 (VI) de colagénio 0,3-4,7 %
8 B8 Isoforma 2C2A de Cadeia alfa-2 (VI) de colagénio 0,3-9,5 %
9 B15 Cadeia alfa-1 (III) de colagénio 0,2-13 g
10 B33 Proteina de fusdoc COL1IA1l e PDGFB 0,2-9 g
11 B41 Proteina associada a membrana plasmética de adipdcitos 0,5-13,9
1 C1 Actina, citoplasmatica 1 1-5,14
2 c2 Actina, citoplasmatica 2 0,4-4,6
3 C9 Citoqueratina, tipo 1 0,5-19
4 C10 Citoqueratina, tipo 2 6,6-35,8
5 Ccl2 Proteina de 69 KDa 0,2-7,9 g
6 Cc22 Vimentina 0,1-14,8 %
7 Cc23 Plastina 2 0,2-6 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores de carcinoma |

de células escamosas da cabega e pescogo e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome
S. = 6)
8 c24 Proteina tipo actina 10 0,1-10,2
9 c31 eptina-11 0,9-7,2  }
10 C32 Isoforma 1 da proteina &cida fibrilar glial 0,5-4,1 §
11 C33 Isoforma 3 da proteina &cida fibrilar glial 0,2-5 %
12 c34 Isoforma 2 da proteina acida fibrilar glial 0,1-3,14 %
1 R22 Olfactomedina-4 1-5,4 %
2 R35 roteina UPF0696 0,6-7,6 %
3 R36 Proteina da vizinhanca do atraso mental de X fragil 1 1,3-7,2 §
Proteina transportadora mitocondrial de 1ligacdo ao é
4 R37 2-7,1 N
calcio §
5 R38 Homélogo da proteina do complexo nucleolar 2 0,4-6,7 %
6 R39 Proteina contendo dominioc HIT do dedo de zinco 1 0,6-5,7 %
7 R40 §Fosfoproteina estavel ao calor e acido de 28 kDa 0,5-3,5 %
3 R41 Proteina topo fator de ADP-ribosilagdo 16 0,3-6,1 §
9 R42 Fator de transcrigdo LBX2 0,2-7 §
10 R43 Proteina contendo dominio em espiral enrolada 28B 1-2,5 %
11 R44 Péptido do suco gastrico 1 0,2-6,1 %
Fator de splicing relacionado com sobrevivéncia de E
12 R45 0,1-3 §
neurénios motores 30 §
13 R46 roteina tipo DCN1 1 0,8-6,9 %
14 R47 R-spondina-1 0,6-4 §
15 R77 Proteina de ligacdo a oxisterol 1 1,8-6,6 %
16 R78 Isoforma a da proteina regulada por recetores de NMDA 2 0,5-6,9 %
17 R79 Pré-pré-proteina tripsina-1 0,1-6,4 %
18 R8O 3Histona—lisina N-metiltransferase SUV39H1 0,9-5,2 %
19 R81 biquitina E3-proteina ligase RINGI 0,6-4,6 §
20 R82 Subunidade do fator de estimulagdo da clivagem 2 0,7-4,9 %
21 R83 Proteina de ligagdoc a cromodominio-helicase-DNA 7 0,9-3,9 %
22 R84 Fator de traducdo GUF1l, mitocondrial 0,1-8 %
23 R85 Fator de transcrigdo CREB/ATF bZIP 0,6-9 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores de carcinoma |

de células escamosas da cabega e pescogo e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome

S. = 6)

1 08 Histona HI1 0,2-12

2 020 ubunidades de Hb (alfa) 0,3-5,2

3 026 ‘Beta globina 1,2-7 §

4 029 Dermicidina 0,6-4,4 %

5 031 Subunidade a do complexo associado ao polipéptido 1-8,7 %

6 033 Proteina de ligacdo ao complemento 1 Q 0,1-7,2 %

7 041 Proteina ndo caracterizada 1,3-12 %

3 042 Pré-pré-proteina da albumina do soro 0-6,3 %

9 052 Subunidade de hemoglobina beta 0,6-4 %
Proteina relacionada com recetores de lipoproteina de §

10 058 0,6-8
baixa densidade 10

11 059 Proteina FAM150A 0,6-2

12 060 Proteina ribossomal 395 L20 0,5-7 §

13 061  iProteina tipo TOMM20 1 0,5-6,7 %

14 062 ‘Proteina ribossomal 605 L10a 0,1-7 %

15 063 Proteina UPF0711 0,1-6 %

16 064 Homélogo de SWIS 0,1-3 %

17 065 Proteina secretora neurocenddcrina 55 0,1-9,2 %

18 085 Proteina contendo repetigdo WD 93 0,9-6,6 %

19 086 ubunidade do complexo SWI/SNF SMARCC2 0,1-5,9 é

20 087 Regulador de transcritos sem sentido 0-4,9 %

21 088 Proteina contendo dominic MAP7 1 0,6-5,3 %

- 085 Fator nuclear de células T ativadas, isoforma A 0,5-8 §
citoplasmatica 1

23 090 Isoforma 2 da proteina tipo NHS 2 0,4-1,7 §
Isoforma 4 do fator de iniciacgéo da traducgédo %

24 091 0,6-3,6
eucaridtico 4H

25 092 Pré-pré-proteina da proteina amiloide do soro A 0,1-5,8 §

26 093 Homélogo da proteina de reparacdo de DNA RADH2 1-8,1 %

Tabela 1lE: pancreas
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores pancreéticos'

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome
S. = 6)
1 M31 Isoforma DPI de Desmoplaquina 0,2-16
2 M32 ;Isoforma DPII de Desmoplagquina 0,2-13 §
1 B1 Cadeia alfa-1 (I) de colagénio 0,8-12,8 %
2 B2 Cadeia alfa-2 (I) de colagénio 0,6-23,8 %
3 B3 Isoforma 1 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0,08-4
4 B4 Isoforma 2 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0,08-3,4 %
5 B5 ;Isoforma 4 de Cadeia alfa-3 (VI) de colagénio 0,08-6,5 %
6 B15 ‘Cadeia alfa-1 (III) de colagénio 0,2-8 §
7 B33 Proteina de fusdoc COL1Al e PDGFB 0,3-6 §
8 B37 Precursor da isoforma 1 alfa-8 de protocaderina 0,2-8 %
9 B38 Precursor da isoforma 2 alfa-8 de protocaderina 0,2-7,9 %
10 B51 Precursor da isoforma alfa-2 de neurexina-2-beta 0,1-7,5 %
11 B52 ;Precursor da isoforma alfa-1 de neurexina-2-beta 0,1-9,2 %
1 C9 Citoqueratina, tipo 1 2,5-42,4 %
2 C10 Citoqueratina, tipo 2 3,6-63,8 %
3 Ccl2 Proteina de 69 KDa 0,5-19,3 %
4 Cl6 Placoglobina de juncgédo 0,1-8 %
5 €22 {Vimentina 0,4-8,7
6 C32 Isoforma 1 da proteina acida fibrilar glial 0,5-9,6 %
7 C33 Isoforma 3 da proteina acida fibrilar glial 0,2-4,9 %
8 C34 Isoforma 2 da proteina acida fibrilar glial 0,3-9,4 %
1 R4 Peptidil-prolil cis-trans isomerase 0,1-8,1 %
3 R18 ;Proteina regulada por glucose de 78 KDa 0,1-8,6 §
Proteina transportadora mitocondrial de ligagdo ao %
4 R37 0,9-5,5
célcio §
5 R53 Proteina THEMIS 0,3-9,8 %
6 R104 Proteina associada a AMY-1 expressa nos testiculos 1 0,1-5,1 %
7 R105 Isoforma 2 da proteina da caixa Homeo Meis3 0,1-6,7 %
8 R106 Proteina tipo acil-coenzima A oxidase 0,1-1,3 %
9 R107 Proteina de ligacdo a RNA do dedo de zinco 0-1,3 %
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores pancreéticos'

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome
S. = 6)
10 R108 Membro da familia contendo dominio Ras-GEF 1C 0,1-4
11 R109 iSacsina 0,3-9,9  }
12 R110 Amida de acidos gordos hidrolase 0-9,5 §
13 R111 Subunidade catalitica zeta de DNA polimerase 0-2,4 §
Dominio N-terminal de LON peptidase e proteina do dedo .
14 R112 1,8-8
de RING 1
15 R113 Pré-pré-proteina da isoforma 1 de aciloxiacilo hidrolase 3-20,5
1 016  {HSP de 60 KDa 0-7 !
2 020 Subunidades de Hb (alfa) 0,3-5 :
3 021 Regido C de cadeia Iqg kapa 0,2-7,4 §
4 022 Alfal de Proteina Tro H, mieloma 0,35-6,5 §
5 023 Regido de cadeia C de Ig a-1 0,2-7 §
6 024 §mRNA de proteina SNC73 0,1-12,3 §
7 041 Proteina ndo caracterizada 1,7-20 §
8 042 Pré-pré-proteina da albumina do soro 3,8-19,3 §
9 051 Subunidade de hemoglobina delta 7,8-10,6 §
10 052 Subunidade de hemoglobina beta 0,2-13,5 §
11 053 Subunidade de hemoglobina gama-1 0-4,4 §
12 068 %Dominio de repetigdo de anquirina 13B 0-2,8 §
13 085 Proteina contendo repetigdo WD 93 0,6-8,8 §
14 093 Homélogo de proteina de reparacgdo de DNA RADS2 0-2,4 §
15 099 Proteina hipotética LOC254778 0,3-1,8 §
Proteina transportadora de fosfato, precursor da .
16 0101 1,3-7
isoforma b mitocondrial
17 0106 {Proteina tipo ELAV 3 1,7-23,2 |
Péptido-sinal, proteina contendo dominio tipo CUB e EGF '
18 0107 1,1-10
2
Proteina associada a separacdo de proteinas vacuolares
19 0108 0-1,9
45
20 0109 Proteina organizadora do feixe mitdético 2B 2-10,9 §
Subunidade do complexo de particulas de proteinas de
21 0110 0-2,7

trafego 8
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores pancreéticos'

e analisados por LCMS.

No de % de gama (n
Proteina Nome
S. = 6)
22 0111 Isoforma 2 do membro 1 da familia AF4/FMR2 0-15,1
23 0l12 §Isoforma a de proteina contendo dominico PDZ e LIM 3 0,2-11,4 §
24 0113 Isoforma 2 da proteina contendo dominio COBW 1 0,5-6 §
25 0114 {Alfa fetoproteina 0,3-14,1 |

Tabela 1F: OVARIOS

A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores dos ovéarios i

e analisados por LCMS.

Percentagem de
No de Proteina Nome abundéncia relativa

S.

468 i

1 M19 Isoforma 4 de Fibronectina 0-22,9 §

Molécula de adesdo de células relacionada com §

2 M36 0,3-13,8 §

CEA 16 i

3 M46 Fosfoglicoproteina extracelular da matriz 0,5-9,2 §

1 B15 Cadeia alfa-1 (III) de colagénio 0-37,7 §

2 B36 Isoforma 5 da tuberina 1-13,3 §

3 B49 Tetraspanina-11 0,3-23,4 §

4 B54 Proteina somente de dominio FCH 1 0,2-5 §

Proteina do reticulo sarcoplasmético Jjuncional §

5 B55 0-11,5 H

1

6 B56 Claudina-10 1-12,1 {

1 c7 Tubulina, beta 0,1-7,8 §

2 C9 Citoqueratina, tipo 1 2-40,6 §

3 €10  {cCitoqueratina, tipo 2 0,7-37,1

1 R115 RNA polimerase dirigida a DNA I 0,1-1¢6,8 §

1 08 Histona H1 0,9-7 i

2 063  iProteina UPF0711 0,1-1,2 :

Precursor do membro da familia de LGI de §

3 069 1-13,1 i

repeticdo rica em leucina 2 i
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A tabela em baixo lista os componentes de ECM que foram isolados de tumores dos ovéarios |

e analisados por LCMS.

Percentagem de
No de Proteina Nome abunddncia relativa
S.
468
4 074 Proteina tumoral translacionalmente controlada 0,5-6,7 §
5 099 Proteina hipotética LOC254778 0-2,4 §
6 0l1l6 Cadela alfa de recetores de células T (Mblla) 0,2-8,8 %
7 0120  {Pré-relaxina H2 0-6,9
8 0121 Interleucina-22 0,1-12,1 %
9 0122 Familia de antigénios de cancro/testiculos 45 0,3-11,5 %

Tabela 1G: CEREBRO

A tabela em baixo 1lista os componentes de ECM gque foram isolados de tumores de'

glioblastoma e analisados por LCMS.

Percentagem de abundéncia
Nos de Proteina Nome relativa

: 435
1 M15 Troponina C, misculo esquelético 1-12,8 %
1 B1 Cadeia alfa-1 (I) de colagénio 0,6-22,8 %
2 B2 Cadeia alfa-2 (I) de colagénio 0,3-32,5 %
3 B53 Homélogo de proteina 1lin-7 C 0,9-13,3 %
1 C10 Citoqueratina, tipo 2 3,5-25 %
2 C36 Isoforma b da proteina tipo drebrina 1,6-21,6 %
3 Cc37 Isoforma a da proteina tipo drebrina 0,4-11,1 %
4 C38 Isoforma ¢ da proteina tipo drebrina 0,1-23,8 \
1 236 Proteina da vizinhanca de atraso mental de 1-22,7 :

X fragil 1

Proteina contendo dominic de esclerostina
2 R114 0,3-25,5

1
3 R115 RNA polimerase dirigida a DNA I 0,3-15,4 §
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A tabela em baixo 1lista os componentes de ECM gque foram isolados de tumores de |

glioblastoma e analisados por LCMS.

Percentagem de abundéncia
Nos de Proteina Nome relativa
. 435
4 R116 R-spondina-3 1-23,4 §
1 o7 Histona H2 3,1-20 %
2 023 Regido de cadeia C de Ig a-1 1-33,4
3 041 Proteina ndo caracterizada 1,5-30,5
. :
regido varidvel de <cadeia pesada da
5 0115 0,4-13,4
imunoglobulina
Cadeia alfa de recetores de células T
6 0116 1,3-30
(Mblla)
7 0117 |{Pequena proteina acida 0,6-10,3 §
8 0118 Proteina FAMI19A5 3-9,7 §
9 0119 Proteina putativa FAM220BP 0,2-18,5 §

:Nas tabelas 1A a 1G acima, as proteinas com prefixo “B” sédo
Proteinas da membrana de base; as proteinas com prefixo “C”
sdo Proteinas citoesgueléticas; as proteinas com prefixo
“R” sdo proteinas reguladoras; as proteinas com prefixo “M”
sdo Proteinas da Matriz; e as proteinas com prefixo “0” sédo

“outros”.

A partir das tabelas 1A a 1G é evidente que as amostras
tumorais de diferentes fontes, nomeadamente H&N, Estdmago,
Padncreas, Cdlon, Esbdfago e Cérebro tém viabilidade &étima em
placas revestidas com mistura de ECM especificamente
formulada para o tipo de tumor especifico. A mistura de ECM
¢ assim obtida para cada uma das indicacg®es de cancro

s6lido que é usada nos explantes.

Processo de Revestimento:
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Consequentemente, logo que a mistura de ECM especifica para
um tumor/cancro seja determinada pelos aspetos acima, a
mistura de ECM para o tipo de cancro especifico é preparada
por adigdo de proteinas de ECM individuais e outros
constituintes relevantes; e mistura dos contetudos para
formar cocktail (especifico do cancro). O revestimento de
ECM em placas com cerca de 96 pocos é alcancado por uso de
varas aplicadoras para revestir uniformemente os lados do
poco. Em outros casos, cerca de 200 pL de extrato de ECM
sdo adicionados a cada poco e é permitido gque sequem
durante cerca de 2 hrs num incubador a cerca de 37 °C. As
placas revestidas sdo lavadas trés vezes com 1X PBS estéril
e armazenadas a cerca de -20 °C para armazenamento a longo

prazo.

Exemplo 2: Cenario de Explantes

Os ligantes do soro autdlogos e ligantes do plasma
autdlogos e PBMCs autdlogas s&o obtidos do paciente

conforme protocolos padrdo.

Exemplo 2.1: A adicdo de ligantes do soro autdlogos e
revestimento de ECM recriam microambiente tumoral em
cultura para mimetizar a sinalizag¢do intracelular tumoral

nativa e wviabilidade.

Em outra forma de realizacdo, as Figuras 2, 3(A) e 3(B)
ilustram a natureza do presente sistema de explantes que é
desenhado para mimetizar o microambiente tumoral do
hospedeiro tdo intimamente guanto possivel. O objetivo
primadrio é manter a argquitetura dos tecidos tumorais e este

¢ onde a importincia do componente de ECM das placas de
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células se torna relevante. Tanto a integridade estrutural
como a integridade funcional sdo cruciais para entender a
biologia da rede tumoral e na elucidacdo da resposta ou
resisténcia aos farmacos. Adicionalmente, O presente
sistema & concebido tal que vise a manutencdo do
microambiente dos tecidos intacto de uma perspetiva de
sinalizacdo bem como estrutural. Isto ¢é feito ©por
suplementacdo dos meios com ligantes derivados do soro
autdlogos em cultura de explantes, o que é importante para
proporcionar fatores que sdo parte da rede de sinalizacdo
nativa. Isto é especialmente relevante quando chega a
altura de se testarem inibidores de pequena molécula ou
terapéuticos visados ou mesmo gquimioterapias que evidenciam
a sua acdo através de vias especificas. Pelo proporcionar
de um ambiente onde tanto a integridade estrutural como a
integridade funcional sdo mantidas, o presente modelo de
explantes mostra viabilidade melhorada dos explantes em
cultura e também gue este modelo pré-clinico é clinicamente

relevante.

A cultura de explantes suplementada com ligantes derivados
do soro autdlogos é requerida para manutencdo das redes de
sinalizacdo nativas intactas. A  adicdo de ligantes
derivados do soro autdlogos mantém a rede de sinalizacédo
crucial para mimetizacdo do microambiente dos tecidos
nativo (Figura 2). Os Painéis A e B da Figura 3 sé&o
explantes cultivados na auséncia de ligantes derivados do
soro autdlogos e os Painéis D e E sdo explantes cultivados
em meio suplementado com ligantes derivados do soro

autdlogos.

Aquando da realizacdo de IHC para cMet [Gene transformante

MET ou MNNG HOS], os explantes cultivados na presenca de
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ligantes derivados do soro autdélogos mostram presenca
marcadamente intensificada de cMet, testemunhando o facto
de que o meio suplementado com ligantes derivados do soro
autdlogos contém fatores paracrinos cruciais para
mimetizacdo da rede de sinalizacdo nativa. A Figura 3A
ilustra gque as placas revestidas com componentes de ECM
especificos do tipo de cancro proporcionam suporte/molde
apropriado para ajudar a manter a arquitetura dos tecidos
intacta gque é crucial para mimetizacdo do microambiente dos
tecidos nativo. Os explantes cultivados em placas
revestidas com componentes de ECM especificos do tipo de
cancro melhoram a viabilidade de c¢élulas e proporcionam
suporte/molde para manter a arquitetura dos tecidos. A
coloracd&o com H&E de tecido tumoral cultivado em placas com
revestimento de ECM (painéis C e E) e sem (painéis B e D).
A Figura 3B mostra gque os explantes cultivados em placas
revestidas com ECM em conjunto com meios suplementados com
ligantes derivados do soro autdlogos mostram viabilidade de
células melhorada.

Exemplo 2.2: Os ligantes autdélogos e composigcdo de Matriz
Extracelular retém o microambiente e rede de sinalizacdo de

tumores de pacientes em cultura.

Tumores de bidpsia de pacientes com HNSCC sdo seccionados
(~200 microns) e cultivados em placas com 96 pocos com FBS
a cerca de 10% (controlo) ou soro autdlogo a cerca de 2% e
FBS a cerca de 8% (Soro autdlogo) em meios RPMI durante
cerca de trés dias. A viabilidade de células é medida por
ensaio WST. A percentagem de viabilidade de células &
calculada e apresentada como representacdo grafica de Caixa
e bigodes (Figura 4(a)). A linha horizontal na porg¢do do
meio da caixa denota a média. As fronteiras do fundo e topo

sdo os 25° e 75° percentis, respetivamente, o0s bigodes
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inferiores e superiores, 5° e 95° percentis,

respetivamente. **P < 0 em comparacdo com controlo.

Os dados de IHC mostrando o efeito especifico de soro
autdlogo na proliferacdo de tumores sdo representados
graficamente como na Figura 4(b). As secc¢des tumorais sédo
coloridas com H&E e anticorpos contra Kié7 para avaliacéo
de mudancas morfoldégicas e proliferacdo de células. A

ampliacdo da imagem é 20X.

A Figura 4(c) mostra os efeitos da composicdo de Matriz
Extracelular em viabilidade tumoral. A superficie interna
da placa de cultura é revestida com gelatina, colagénio,
matrigel ou Matriz Extracelular (ECM) isolada de HNSCC e as
seccdes  tumorais sdo cultivadas durante 3 dias. A
viabilidade de células é medida por WST e a percentagem de
células vidveis é calculada (média * s.e.m.). *P < 0,01 em
comparacao com controlo T72 (andlise da wvariancia). n = 8,
A Figura 4(d) mostra os perfis de IHC de tumores de
explante aos cerca de 3 das pds-cultura na presenca de
composicdo de ECM. H&E (esquerda) e Ki-67 (direita). A
pontuacdo de Ki-67 implicando o efeito melhor da composigéo
de ECM em comparacdo com outros tipos suporte da matriz

como estd indicada na Figura 4 (e).

A combinacdo de Soro Autdlogo e composicdo de ECM mostra
melhores efeitos na proliferacdo do gque o complemento
unico, Figura 4(f). Seccles tumorais sdo cultivadas durante
cerca de 72 horas com controlo, soro autdlogo (cerca de
2%), composicdo de ECM (cerca de 100 wug/mL) sozinho ou
combinacdo de ambos. A pontuacdo de Ki-67 indica beneficio
da presenca combinada de composicdo de ECM e soro autdlogo

em cultura. *P < 0,01 em comparacdo com controlo T72, **P <
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0,05 em comparacdo com composicdo sozinha e AS sozinho
(andlise da wvariéancia) n = 5. Os dados de IHC
correspondentes na Figura 4(g) revelam aumento similar em
célula positiva quanto a Ki-67 apds adicdo de composicdo de
ECM e soro autdlogo. Os tecidos tumorais sdo embebidos em
parafina e seccionados (5 microns) e coloridos anticorpos

anti-Ki-67.

Exemplo 2.3: Composigcdo de ECM e seus efeitos na

viabilidade e proliferacéio.

A composicdo de Matriz Extracelular (ECM) é revestida em
placas antes da cultura de tecido tumoral conforme a
percentagem de composicdo dos componentes de ECM indicada
na Figura 5(a). 0Os explantes sdo cultivados durante cerca
de 72 horas em placas revestidas com diferentes doses (1,
10 e 100 g/mL) de ECM isolada de fontes tumorais humanas
heterbélogas. A percentagem de viabilidade de c¢élulas
tumorais (média * s.e.m) é medida por WST. *P < 0,05, **P <
0,01 em comparacgdo com o controlo TO e T72, respetivamente,
por ANOVA. Como visto na Figura 5((b), a ECM aumenta a
viabilidade de tumores de um modo dependente da dose. A
manutencdo da heterogeneidade e integridade intratumorais
globais é determinada por H&E (topo da Figura 5(c)), e a
proliferacdo de células tumorais (fundo da Figura 5(c)) em
cenarios de explantes é avaliada usando anticorpos para Ki-
67. Dados representativos de 5 experiéncias independentes

realizadas em triplicado.

Exemplo 2.4 Comparacdo dos efeitos de diferente Composicédo
de ECM na proliferacdo e ativacdo de proteinas de

sinalizag¢do do cancro.
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A superficie interna da placa de cultura é revestida com
gelatina, colagénio, Matrigel ou Matriz Extracelular (ECM)
isolada de cancro do c¢bdblon e seccdes tumorais sdo
cultivadas durante 3 dias. Os perfis de IHC
(imunohistoquimica) de tumores de explantes mostrados na
Figura 6(a) indicam gue as ECMs derivadas de pacientes
exercem maior efeito na proliferacdo (Kioc7) e fosforilacéao
de ERK1/2 do que a proteina da matriz unica padrdo. A
Figura 6 (b) mostra a correspondente pontuacdo de Ki-67. *p
< 0,01 em comparacdo com controlo T72, por ANOVA (n = 5). A
representacdo grafica de dispersdo da pontuacdo de Ki-67
exibida na Figura 6(c) indica gque a ECM derivada dos
pacientes afeta positivamente o0s explantes em multiplas
experiéncias independentes realizadas sob condicdes
similares. Cada ponto representa uma experiéncia (n = 33).
A linha horizontal representa média de todas as amostras.
***p < 0,001l em comparacdo com controlo. 0Os resultados
acima indicam que a cultura de tumor na presenca da ECM
apropriada melhora a viabilidade e sinalizacdo de tecido
tumoral para mimetizar o) microambiente tumoral do

hospedeiro.

Exemplo 3:

Logo gque o tecido tumoral seja obtido do paciente ou fonte
de xenoenxertos é sujeito ao Protocolo de

Explantes/”Preditor da Resposta Clinica” como em baixo:

Protocolo de Explantes:

1. S&o gerados pequenos pedacos de fatia tumoral com

cerca de 3 x 3 x 3 mm (todos com tamanho uniforme e

isentos de massa necrdtica).
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2. A amostra tumoral é dividida em multiplos pequenos
pedacos usando Vibratome da Leica para gerar seccdes com
cerca de 100-3000 um e cultivada em triplicado em placas
de fundo plano com 96 pogcos que foram previamente
revestidos com composicdo de ECM apropriada.

3. Os tecidos tumorais sao mantidos em meios
condicionados de cerca de 2 mL (DMEM suplementado com FBS
inativado pelo calor a 2% em conjunto com Penicilina-
Estreptomicina a %, piruvato de sdbédio a 100 mM,
aminodcido n&o essencial, L-glutamina a 4 mM e HEPES a 10
mM) . Os meios de cultura sido suplementados com ligantes
derivados do soro a cerca de 2% ou cerca de 2% de
ligantes derivados apds 12 horas ou cerca de 100.000
PBMCs por 96 pocgos sdo inoculadas com cerca de 10% de
plasma autdlogo e cultivados durante cerca de 72 hrs a
cerca de 37 °C com CO, a cerca de 5% sob condicdes
humidas.

4. Mudar os meios aquando da adicdo de soro/plasma/PBMC.
5. 0s meios s&o mudados a cada 24 horas em conjunto com
suplementos.

6. 5 plL de meios gastos sdo usados para se determinar a
viabilidade de células, metabolismo de células, morte de
células e fisiologia de células de tecido tumoral.

7. No final do periodo de cultura variando de cerca de 48
horas a cerca de 120 horas, o tecido é avaliado gquanto a
varios pardmetros. Apds este periodo, a anadlise MTT/WST é&
realizada para se avaliar a percentagem de viabilidade de
células. O sobrenadante da cultura de meios é removido a
cada 24 hrs e avaliado guanto a proliferacdo (usando
experiéncias de utilizacdo de ATP e glucose) e morte de
células (por avaliacéo do ensaios de lactato
desidrogenase e medig¢des de caspase-3 e caspase 8) para

dar tendéncias de respostas cinéticas. 0Os resultados séo
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quantificados contra um controlo né&o tratado com
farmacos. A perda significativa na
viabilidade/proliferacdo de c¢élulas em comparacdo com
controlo ndo tratado & indicativa da resposta ao
farmaco/combinacdo e também morte de células aumentada.
As seccgdes de tecido tanto tratadas como ndo tratadas séo
também dadas para IHC e avaliacdo histoldgica no final do
periodo de cultura. Os tecidos dados para avaliacéo
histoldgica sdo avaliados guanto a apoptose por TUNEL e
ensaio de caspase 3 ativada. Igualmente, a proliferacédo
de células é avaliada quanto a marcadores da proliferacdo
padrdo como Ki67. H&E é também rotineiramente realizada
para se avaliarem as figuras mitdticas, necrose e

caracteristicas grosseiras gerais do tecido.

Exemplo 4:

Logo gue a composicdo de ECM seja determinada e seja
revestida nos pogos, o tumor do paciente ou a fonte de
xenoenxertos é sujeito a andlise de explantes. Para gerar
xenoenxerto tumoral humano para andlise de explantes, o©
tumor é inicialmente nos camundongos SCID e
subsequentemente o tumor excisado é sujeito ao protocolo de
explantes e andlise “Preditor da Resposta Clinica”. O

protocolo para a mesma é proporcionado em baixo:

Implantacdo em Animais e Geracdo de Xenoenxertos Tumorais:

Preparacdo de Amostras:

1. Transferir amostra tumoral humana recém-removida em

tubo de cerca de 50 mL contendo DPBS (cerca de 5 mlL).
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2. Remover amostra e dissecar amostra para variedade de
experiéncias.

3. Transferir amostra restante para um prato de Petri
estéril contendo cerca de 2 mL de DPBS.

4. Cortar tumor em pedacos com lamina de bisturi estéril
cerca do tamanho de um apagador de lapis (cerca de 5 x 5
x 5 mm). Deve ser tomado cuidado para tornar os pedacos
tdo uniformes gquanto possivel. Preparacdo de Animais:

5. Escolher 0S animais usando com uma preensao
convencional com os dedos indicadores e do meio colocados
a volta do pescoco e sobre as pernas frontais.

6. Enxaguar a superficie de camundongos SCID fémeas com

idade de cerca de 5-6 semanas com EtOH a cerca de 70%.

Implantacdo de amostra nos camundongos:

7. Usar ambos os flancos para implantacdo sdélida no
espaco subcuténeo.

8. Apds uma superficie corporal de camundongo ser
enxaguada é colocada (lado wventral para baixo) num cone
de nariz apropriadamente dimensionado ou na tampa da
gaiola de camundongo com o lado dorsal virado para cima.
9. Usando quadrado de gaze saturado com etanol a cerca de
70% (vol/vol) limpar a area a partir do meio da espinha
até a base da cauda para preparar a insercdo de tumor com
troca.

10. Imediatamente antes da implantacdoc molhar/enxaguar o
pedaco tumoral em cerca de 100X P/S.

11. Retirar pedaco sbélido de tumor (cerca de 5 mm’) na
ponta da troca e empurrd-lo para dentro usando fdérceps ou
bisturi estéril sem deixar a amostra tumoral secar.

12. 1Inserir a ponta da troca no espaco subcuténeo de

camundongo horizontalmente acima da base da cauda,
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diretamente cobrir o flanco e introduzir uma bolsa no
espaco subcutidneo e inserir até ao meio do lado dorsal em
ambos os flancos (um de cada wvez) enguanto se mantém a
parte do émbolo e parte da agulha numa posicdo fixa e sem
danificar o peritoneu.

13. Empurrar o pedaco de tumor individual (cerca de 50 mg
ou cerca de 5 mm’) na bolsa criada usando troca.

14. Remover suavemente a troca sem perturbar o material
inserido.

15. Marcar apropriadamente os camundongos usando material

ndo téxico (cabeca/corpo/cauda/nenhuma marca, etc.).

Seguimento dos animais:

16. Devolver os camundongos a uma gaiola limpa.

17. Tumor palpavel (cerca de 50 mm’) é notado em primeiro
lugar e depois comeca a crescer.

18. Monitorizar os camundongos diariamente e medir o
crescimento tumoral semanalmente, usando medicdo com
calibrador como descrito em baixo. Brevemente, o)
crescimento tumoral ¢é monitorizado semanalmente por
imagiologia bioluminescente ou medigdes com calibrador
externo (tamanho tumoral = [comprimento x largura x
altura)l] x 0,52) durante cerca de 5-16 semanas.

19. Quando o tumor alcanca um tamanho maximo de cerca de
700 mm® eutanasiar o animal e remover o tumor e seguir o
mesmo procedimento.

20. 0Os tumores removidos sdo divididos em multiplos
pedacos para diferentes estudos. Adicionalmente,
potenciais locais de metastizacdo tais como pulmdes e
linfonodos, abddémen e em casos selecionados cérebro sé&o

removidos e enviados em formalina.
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21. Se o animal tiver um crescimento lento do tumor é
implantado em estéagio inicial para resgatar o)
crescimento. Todos os animails sd8o eutanasiados ao final

das 16 semanas.

Exemplo 5:

O protocolo para validacdo do “Preditor da Resposta
Clinica” por anédlise de xenoenxertos ¢é proporcionado em

baixo:

Determinacdo da Eficacia Terapéutica De Farmacos em
Xenoenxertos Tumorais De Camundongos Scid/Nus: Preparacdo

de Animais:

1. Usar os camundongos de Pl ou passagem subsequente (P1

ou Py, w>1) para os estudos de eficéacia.

Seguimento & Dosagem dos Animais:

2. Monitorizar os camundongos diariamente e medir o
crescimento tumoral semanalmente, usando medicdo com
calibrador como descrito em baixo. O volume tumoral é

calculado usando a seguinte férmula:
Volume tumoral (mm’) = L X W?/2;
onde L = comprimento (mm), W = largura (mm).
3. Quando o tumor alcancar um tamanho de cerca de 150-200
mm® dosear os animais com farmaco apropriado (cerca de 1

dose/semana) durante cerca de 5 semanas. Monlitorizar os

camundongos diariamente e medir o crescimento tumoral
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bissemanalmente, usando medigcdo com calibrador como
descrito acima.

4. Seguir os animais durante cerca de 4 semanas pds-
tratamento quanto a regressdo/crescimento tumoral.

5. No final do estudo eutanasiar os camundongos conforme
0 procedimento de eutanadsia padrdo usando cémaras de CO;

e recolher amostras tumorais.

A lista detalhada de farmacos que sdo usados para teste na
presente divulgacdo é dada na Tabela 2 em baixo. Esta lista
é somente para propdsito ilustrativo e é ndo limitante e

ndo exaustiva

Tabela 2: Lista de farmacos administrados na Analise

“Preditor da Resposta Clinica”

Tipo de Cancro Subtipo

Combinagdo de Farmacos (Standard of

Care)

cancro de HEN Nasofaringe Cisplatina

Carboplatina & Paclitaxel

Cisplatina & 5-FU

sCC Cisplatina

Docetaxel, Cisplatina & 5-FU

Cetuximab
%Tumor salivar Cisplatina & 5-FU
cancro Colorretal Ressecavel Oxaliplatina, 5-FU, leucovorina

5-FU & Leucoverina

Ndo Ressecavel Oxaliplatina, 5-FU, leucovorina

5-FU & Leucoverina

Irinotecano, 5-FU, Leucoverina

Irinotecano, 5-FU, Leucoverina,

Bevacizumab

Irinotecano & Cetuximab

Panitumumab
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Combinagdo de Farmacos (Standard of

Tipo de Cancro Subtipo
Care)
Epirrubicina, Cisplatina &
Capecitabina
Localmente Avangado Docetaxel, Cisplatina, 5-FU Infusional §
Epirrubicina, Cisplatina &
Capecitabina
%Metastético §Docetaxel, Cisplatina, 5-FU Infusional §
¢) cancro do Estdmago & Epirrubicina, Cisplatina &
Metastatico
Eséfago Capecitabina
Gastrico,
) . Herceptina
Gastroesofagico (Her2")
Estromal do GI Imatinib §
estromal do GI '
Sunitinib
Resistente a Imatinib
d) cancro do Paéncreas,

Vesicula Biliar, Bilis

Vesicula Biliar

Cisplatina & Gemictabina

Colangiocarcinoma

Cisplatina & Gemictabina

Adenocarcinoma

Cisplatina & Gemictabina

Carcinoma Pancreatico

5-FU & Leucovorina

moles

{
H
H
H
{
H
H
H
{
H
H
H

Ressecado §
H
H

Ca-Pancreas Erlotinib i
i
H
H
H

ie) cancro do Figado Carcinoma Hepatocelular ;Sorafenib §

{
H
H
H

Cancro das células

f) cancro dos Ovarios ) ) Bleomicina, Etoposideo, Cisplatina
germinativas
Ca reincidente sensivel
Trabectidina, PLD Doxorrubicina

a platina

Ca resistente a platina {Docetaxel i

Carcinoma dos tecidos

Trabectidina, PLD Doxorrubicina

Ca avangado (progresso/

recorréncia)

Carboplatina & Gemcitabina.

carcinoma peritoneal

Docetaxel
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Tipo de Cancro

Subtipo

Combinagdo de Farmacos (Standard of

Care)

Carcinoma das Trompas de

Falépio

Docetaxel

Carcinoma epitelial

reincidente

Doxirrubicina (PLD) e Carboplatina.

Ca Papilar

Carboplatina & Paclitaxel

Ca Peritoneal

Carboplatina & Paclitaxel

Carcinoma das trompas de

Falépio

Carboplatina & Paclitaxel

Ca epitelial invasivo

Carboplatina & Paclitaxel

g) Cancro da Mama

Primario

Cisplatina e Gemcitabina

Ciclofosfamida & Paclitaxel

Ciclofosfamida, Doxorrubicina e

Docetaxel

Docetaxel e Ciclofosfamida

Docetaxel, Ciclofosfamida,

Epirrubicina e Fluorouracil

Filgrastim, Ciclofosfamida,

Doxorrubicina e Fluorouracil

Filgrastim, Ciclofosfamida,

Epirrubicina e Fluorouracil

Gemcitabina e Docetaxel

Her2" primario

Trastuzumab, Ciclofosfamida,

Doxorrubicina e Paclitaxel

Ciclofosfamida, Paclitaxel e

Trastuzumab

Docetaxel, Carboplatina e Trastuzumab

Docetaxel, Trastuzumab, Fluorouracil,

Epirrubicina e Ciclofosfamida

Hormonal

Agonista de LHRH e tamoxifeno

Tamoxifeno

Ca-Br Inicial

Doxorrubicina e Ciclofosfamida

seguidas por Paclitaxel Semanal

Tipo de Cancro

Subtipo

Combinagées de farmacos (S0C)
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Tipo de Cancro

Subtipo

Combinagdo de Farmacos (Standard of

Care)

Cancro da Mama

Ca-Br de elevado risco

Ciclofosfamida (oral), Metotrexato e

Fluorouracil

Localmente avangado

Doxorrubicina e Ciclofosfamida

seqguidas por Docetaxel (TAXOTERE) .

Ciclofosfamida, Doxorrubicina e

Fluorouracil

Ciclofosfamida, Epirrubicina e

Fluorouracil

Ciclofosfamida, Epirrubicina,

Fluorouracil e Filgrastim (G-CSF)

Localmente avangado

Doxorrubicina e Ciclofosfamida

seguidas por Docetaxel (TAXOTERE) e

(Her2™)
Trastuzumab

Metastatico Anastrozol §
Capecitabina §

Ciclofosfamida, Doxorrubicina e

Fluorouracil

Docetaxel

Docetaxel e Capecitabina

Doxorrubicina

Doxorrubicina e Ciclofosfamida

Enantato

Gemcitabina

Gemcitabina e Paclitaxel

Paclitaxel

Vinorrelbina

Metastético (Her2")

Trastuzumab

Trastuzumab e Docetaxel

Trastuzumab e Paclitaxel

Metastatico

Trastuzumab e Vinorrelbina

Metastizagdes dsseas

Clodronato

Pamidronato
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Combinagdo de Farmacos (Standard of
Tipo de Cancro Subtipo
Care)

Ciclofosfamida, Metotrexato e
Ca-Br avangado
Fluorouracil

Exemestano

Letrozol

Megestrol

Ca-Br avancado (Her2") Trastuzumab, Paclitaxel e Carboplatina

Ciclofosfamida, Epirrubicina e
Ca-Br inflamatério
Fluorouracil

Ciclofosfamida, Doxorrubicina e

Fluorouracil

Filgrastim, Ciclofosfamida,

Epirrubicina e Fluorouracil

Exemplo 6: Validacdo Pré-clinica do Sistema de Explantes:

Sabe-se gue 0s xenoenxertos tumorais (HTX) gerados a partir
de tumores sdo similares ao tumor dos pacientes e
conseguentemente a leitura de eficacia obtida de um tal
sistema ¢é indicativa da resposta do paciente a esse
tratamento. No presente Sistema de explantes, a
sensibilidade de HTX quando tratados com combinacdes de
farmacos é muito similar ao resultado de resposta do
explante para o© mesmo tumor indicando que o sistema de
explantes “Preditor da Resposta Clinica” tem elevado grau
de previsibilidade da resposta dos pacientes aos farmacos
ou combinacdes de farmacos. O mesmo é foi ilustrado pelo

seguintes subexemplos:



68

Exemplo 6.1: Passagens inicias de =xenoenxertos tumorais
humanos retém caracteristicas moleculares de tumores

originais.

Passagens 1iniciais de xencenxertos tumorais humanos retém
caracteristicas moleculares de tumores originais. A Figura
7(A) i1lustra representacdo grafica de PCA a 3D gerada por
software Genespring GX para mostrar o estreito agrupamento
de amostras da mesma origem e ©passagem em série. A
representacdo grafica mostra cerca de 6 agrupamentos
distintos compreendendo de cerca de 4 pares de carcinoma do
cblon e cerca de 2 pares de amostras de HNSCC. O
agrupamento hierdrquico bidimensional ndo supervisionado de
cancro do cdbdlon e HNSCC é ilustrado no painel B da Figura

7.

Exemplo 6.2: Cultura de explantes tumorais derivada de
passagens iniciais de xenoenxerto tumoral humano e tumor de

pacientes exibe efeito antitumoral idéntico.

Cultura de explantes tumorais derivada de passagens
iniciais de xenoenxerto tumoral humano e tumor de pacientes
exibe efeito antitumoral idéntico. Explantes derivados de
tumores de dadores primarios (P0) e pds-enxertos (Pl e P2)
gerados a partir deles sdo tratados com TPF (Cisplatina,
Docetaxel, ©5LFU) ou DMSO [Sulfdéxido de Dimetilo] como
controlo. Cerca de setenta e duas horas pds-tratamento, a
viabilidade é medida por WST e a percentagem de inibicdo da
viabilidade é calculada (média * s.e.m.) usando controlo de
DMSO correspondente como 100% (Figura 8a). Padrdo de
imunorreatividade de Ki-67 de explantes resultando de
tumores PO e Pl, P2 apds tratamento com TPF. A ampliacdo da

imagem é 200X (Figura 8b) . Pontuacéo de Ki-67
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representativa indicando reducdo de células proliferantes
dentro de explantes e medida com base no cadlculo de células
positivas gquanto a Ki-67 por A&rea (média * s.e.m. de
triplicados). *P < 0,05, **P < 0,01 em comparacdo com O
controlo correspondente por ANOVA. n = 4 (Figura 8c). Os
dados indicam gue o0s tumores originais e xenoenxertos
subsequentes mantém estado de resposta idéntico a TPF e é
descoberto gue o0s tumores primdrios que sdo originalmente
refratarios mantém o) mesmo padréao em xenoenxertos

subsequentes.

Os efeitos antitumorais de TPF e Cetuximab em cultura de
explantes tumorais sdo similares a modelos de xenoenxertos
tumorais humanos. Tumores de bidpsia de pacientes com HNSCC
sdo seccionados (~200 microns) e cultivados em placas com
96 pocos revestidos por ECM com soro autdlogo a cerca de 2%
e FBS a cerca de 8% em meios RPMI durante cerca de trés
dias com DMSO (Controlo) e Docetaxel, Cisplatina e 5-FU
(TPF). A viabilidade de células ¢é medida por WST e a
percentagem de viabilidade de células é calculada. A
representacdo grafica em caixas na Figura 9(a) estd a
mostrar inibic¢do significativa em tumores tratados com TPF.
** p<0,001 em comparacdco com controlo em multiplos dadores
(n = 20) por teste T emparelhado. A Figura 9(b) mostra o
perfil de IHC correspondente. As seccdes tumorais tratadas
com DMSO (controlo) e TPF sdo coloridas com H&E e Ki-67.
Representacdo grafica representando amostras de explantes

que mostraram diferencialmente resposta a TPF (inibicdo de

vezes normalizada ao controlo T72). Cada ponto representa
uma experiéncia (n = 50). **P < 0,001 em comparacdo com
controlo. A Figura 9 (g) representa a inibicéo do

crescimento tumoral em camundongos tratados com Cetuximab.

Os tumores HNSSC usados para a cultura de explantes com
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Cetuximab (e) S&o crescidos em camundongos
imunocomprometidos e tratados com salino normal (Controlo)
ou Cetuximab (Tratados) trés vezes por semana durante cerca
de 23 dias. 0s volumes tumorais sdo medidos aos pontos
temporais indicados. Os dados sdo volume tumoral médio =
s.e.m de 10 camundongos por grupo. * p<0,001 em comparacdo
com controlo de wveiculo correspondente. A Figura 9 (h)
representa dados de IHC sublinhando as mudancas moleculares
semelhantes a inibicdo tumoral in vivo. Os tumores sédo
recolhidos de camundongos eutanasiados cerca de 6 horas
apbds a ultima dose de Cetuximab. As seccdes tumorais sao
coloridas com H&E, Ki-67, TUNEL e pERK. Barras de escala,

50 um, e inserc¢des 100 um.

Tumores de bidpsia de pacientes com HNSCC sdo seccionados
(~200 microns) e cultivados em placas com 96 pocos
revestidos por ECM com soro autdlogo a cerca de 2% e FBS a
cerca de 8% em meios RPMI durante dias com DMSO (Controlo)
e Cetuximab. A viabilidade de células é medida por WST. A
representacdo grafica em caixas na Figura 9(e) representa a
percentagem de inibicdo da wviabilidade de c¢élulas em
tumores tratados com Cetuximab em multiplas experiéncias em
comparacdo com controlos correspondentes (n = 20). **’
p<0,001 em comparacdo com controlo em multiplos como
calculado por teste T emparelhado. Imagem de IHC
representativa, a Figura 9 (f) ilustra mudancas na
proliferacdo e morfologia. As seccdes tumorais tratadas com
DMSO (controlo) e Cetuximab s&o coloridas com H&E e Ki-67.
A representacdo grafica representa amostras de explantes
que mostraram diferencialmente resposta a Cetuximab
(inibicdo de wvezes normalizada ao controlo T72). Cada ponto
representa uma experiéncia (n = 40). A linha horizontal

representa a média de todas as amostras. Os nao
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respondedores tém niveis muito baixos de inibicdo em
comparacdo com 0s respondedores. A Figura 9(c) mostra a
inibicdo do crescimento tumoral in vivo. Os mesmos tumores
de pacientes sdo crescidos em camundongos
imunocomprometidos. 0Os camundongos transportando tumores
sdo tratados diariamente com salino normal (Controlo) e
(TPF) durante 21 dias. Os volumes tumorais sdc medidos aos
pontos temporais indicados. Os dados sdo volume tumoral
médio * s.e.m de 6 camundongos por grupo. *'p<0,001 em
comparacadao com controlo de veiculo correspondente. Os
tumores sdo dissecados, pesados e a percentagem de tumores
residuais é calculada. As caracteristicas de IHC
representativas de tumores no final do tratamento séo
ilustradas na Figura 9(d). 0Os tumores dissecados de
camundongos eutanasiados de grupos de controlo e com TPF
sdo embebidos, seccionados e coloridos com H&E, Ki-67 e
TUNEL como indicado. Barras de escala, 50 m e insercgdes 100

m.

Exemplo 6.3: Correlagdo de plataforma de resposta aos
farmacos guiada por “Preditor da Resposta Clinica” com a

eficacia in vivo.

Os dados obtidos dos explantes tratados com TPF/cetuximab
sdo independentemente pontuados para avaliacdo da inibicédo
da viabilidade, proliferacdo e inducdo da apoptose. A
contribuicdo relativa de cada ensaio é determinada como
elaborado no Exemplo 8. Uma pontuacdo de resposta “Preditor
da Resposta Clinica” compdsita final (inibicdo) é calculada
por integracdo de todos o0s componentes da inibicdo tumoral
e sua correlacdo com os dados de inibicdo do crescimento
tumoral obtidos dos estudos de eficacia in vivo usando os

mesmos tumores de pacientes individuais e fé4rmacos em HTX.
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O método de coeficiente de correlacdo de Spearman é usado
para calcular a associacdo linear. O valor R? significou
correlacdo positiva entre a resposta in vivo e a resposta
guiada por “Preditor da Resposta Clinica” (n = 15) (Figura
10). O nivel de inibicdo tumoral wvisto em “Preditor da

Resposta Clinica” corresponde aguele visto no modelo HTX.

Exemplo 7: Ensaios Empreques no Protocolo de Explantes

As amostras tumorais obtidas do paciente ou da fonte de
xenoenxertos sdo subsequentemente sujeitas & analise
“Preditor da Resposta Clinica” por meio dos seguintes
ensaios para se obter a Pontuagcdo M. O conceito de

pontuacdo M é elaborado no Exemplo 7.

Exemplo 7.1: Ensaios Para Determinacdo da Viabilidade de

Células:

a) ENSAIO MTT PARA MEDIGAO DA VIABILIDADE DE TECIDOS DE
EXPLANTES TUMORAIS SOLIDOS:

E usada vers&do modificada de ensaio MTT regular (Veira V et
al. Max Loda Lab PNAS 2010). Brevemente, os tecidos séo
cortados precisamente em seccgdes iguais pelo Vibratome
(fatia de 400 microns) e cultivados em RPMI 1640 [RPMI -
Roswell Park Memorial Institute] & concentracdo variando de
cerca de 60% a cerca de 100%, preferencialmente cerca de
80%; durante até 72 horas. A viabilidade de tecidos &
avaliada usando um ensaio MTT 1-(4,5 dimetiltiazol-2-1i1)-
3,5-difenilformazano (Sigma Aldrich) ao ponto temporal TO e
também a T72. As fatias de tecido s&o incubadas com 5 mg/mL
de MTT a 37 °C durante 4 horas, recolhidas, e extraidas com

sal precipitado por incubacdo com HCl-4lcool de isopropilo
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a 0,1 M a temperatura ambiente durante 25 min. Um valor de
viabilidade é determinado por divisdo da densidade 6tica do
formazano a 570 nm pelo peso seco dos explantes. Amostras
da linha de base (T0) s&o usadas como calibradores (1x)
para normalizar a variacdo interamostras nas leituras da
absorvéncia, e a viabilidade de tecidos é expressa como uma
percentagem de viabilidade em relacdo a amostras TO. Para
diferentes tipos de cancro, as fatias de tecido em
explantes sdo 1incubadas com meios contendo diferentes
farmacos a concentracdo no plasma no pico durante até 72
hrs. Os meios contendo farmacos sdo mudados a cada 24 hrs e
MTT é realizado ao ponto temporal T72 e TO como usual. Para
avaliar a eficacia dos farmacos, a viabilidade de tecidos
no final do periodo de estudo é classificada em relacdo a
viabilidade de tecidos ao ponto temporal TO em que o tecido

ndo estd exposto a qualquer farmaco.

b) ANALISE WST:

Brevemente, os tecidos sdo cortados precisamente em secgdes
iguais pelo Vibratome (fatia de 400 microns) e cultivados
em RPMI 1640 [RPMI - Roswell Park Memorial Institute] a
concentracdo variando de cerca de 60% a cerca de 100%,
preferencialmente cerca de 80%; durante até 72 horas. A
viabilidade de tecidos é avaliada usando um ENSAIO WST. No
final da incubacdo de 72 hrs, 40 uL de CCK-8 (Estojo cell
counting-8, Dojindo Laboratories, Japdo) sdo adicionados a
cada poco e a incubacdo foi continuada durante outras 3 hrs
a 37 °C/CO, a b5%. Durante a 1incubacdo, a placa foi
suavemente agitada dentro do incubador a cerca de 90 rpm no
agitador de microplacas. No final da incubacdo de cerca de
3 hrs, as fatias de tecido sdo cuidadosamente removidas

para o0s respetivos tubos com formalina a 10% e submetidas
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aos estudos Imunohistoquimicos. Paralelamente, a
absorvéncia é medida a 450 nm usando leitor de microplacas

(Bio-Rad, EUA).
c) ENSAIO DE UTILIZAGCAO DE ATP:

Adenosina-5"-trifosfato (ATP) & uma molécula central na
gquimica de todas as coisas vidas e é usada para monitorizar
muitos processos bioldgicos. A utilizacdo de ATP é estudada
usando o Estojo de Ensaio de ATP StayBrite™ (BioVision). Um
método confidvel, preciso para detetar niveis minimos de
STP é a Luciferase/Luciferina. O ensalio é totalmente
automatizado para elevada produtividade (1 seg/amostra) e &
extremamente sensivel e é ideal para detecdo da producédo de

ATP.

Dy
Luciferina + ATF + (1 @M} Oxiluciferina + AMF + Pirofosfato + (O, + Luz

Curva Padrdo: Para se calcular o conteudo de ATP absoluto
em amostras é gerada uma curva padrdo de ATP. Adicionar 10
nL de solucdo de stock de ATP a cerca de 980 puL de Tampdao
de lise para preparar uma solucdo de ATP a cerca de 107' M
ATP, num tubo marcado S1, depois preparar cerca de 3 - 5
mais diluicdes de 10 vezes (i.e., cerca de 10 uL + cerca de
90 puL de Tampdo de Lise para gerar S2, S3, S4, contendo ATP

a cerca de 10{3M, cerca de 1O4SM, cerca de 10;7M, etc.) .

Medigdo: Adicionar cerca de 10 pL de amostra ou padrdo a
placa com 96 pocos. Adicionar cerca de 90 ulL da Mistura
Reacional preparada aos pogos, misturar, depois ler a
luminescéncia (L). (cerca de 10 uL de ATP a 10* M dio

cerca de 1 nmol por poco, cerca de 10 uL de ATP a 107’ M
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ddo cerca de 1 pmol por pogo, etc.). Para corrigir a
luminescéncia de fundo adicionar em primeiro lugar cerca de
90 uL de Mistura Reacional (BL), e depois adicionar cerca
de 10 pL de amostra ou padrd&o aos pocgos, misturar, e ler a

luminescéncia total (L).

Calculos: Corrigir o fundo por subtracdo de BL de cada
leitura de L para amostras e padrdes. Representar
graficamente a curva padrdo. A quantidade de ATP nos pogos
de amostra é calculada a partir da curva padrdo usando
regressdo linear. A concentracdo de ATP nas amostras pode

ser calculada usando a seguinte fdérmula:

C = Sa/Sv (pmol/pL ou nmol/mL, ou uM)

Onde: Sa ¢é guantidade de amostra (em pmol) da curva
padrao.
Sv é& volume de amostra (em uL) adicionado aos pocos de
amostra.

Peso molecular de ATP: 507,18 g/mol.

d) ENSAIO DE GLUCOSE (METODO GOD-POD)

Cerca de 2 ulL de sobrenadante sdo retirados de cada poco da
placa de teste e adicionados a uma placa com 96 pocos. Como
um padrdo, similarmente cerca de 2 ulL de reagente padrédo de
Glucose (Conc 100 mg/dL) s&o também adicionados a placa com
96 pocos em triplicados. A estes pocos cerca de 200 uL der
reagente de Glucose (Medsource Ozone) sdo adicionados e
incubados durante cerca de 10 min a temperatura ambiente.
As absorvéncias sdo medidas a cerca de 490 nm usando leitor
de placas da BioRad. 0Os gréaficos s&o representados

graficamente e analisados usando software Graph Pad Prism.
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Exemplo 7.2: Ensaios para Determinag¢do da Morte de Células

e) ENSATIO DE LACTATO DESIDROGENASE

A avaliacdo da Lactose Desidrogenase ¢é feita wusando o
Estojo de Ensaio da Citotoxicidade de LDH (Cayman). No
primeiro passo, a LDH catalisa a reducdo de NAD' até NADH e
H' por oxidacdo de lactato até piruvato. No Segundo passo
da reacdo, a diaforase usa o NADH recém-formado e H' para
catalisar a reducdo de um sal de tetrazdlio (INT) até
formazano altamente colorido gque absorve fortemente a 490-
520 nm. A guantidade de formazano produzido é proporcionado
a quantidade de LDH libertada no meio de cultura como

resultado da citotoxicidade.

Configuracdo de Placas: Cada placa deve conter uma curva
padrido, pocos sem células, e pocos contendo células com

tratamento experimental ou veiculo.

As placas de tecido com 96 pocos s&o centrifugadas a cerca
de 400 x g durante cinco minutos. Usando uma nova placa com
96 pocos transferir cerca de 100 upL dos padrdes preparados
acima para 0s poc¢os apropriados. Transferir cerca de 100 uL
de cada sobrenadante de cada poco das células cultivadas
para pocgos correspondentes na nova placa. Adicionar cerca
de 100 puL de Solucdo de Reacdao a cada poco usando um
pipetador de repeticdo. Incubar a placa com agitacdo suave
num agitador orbital durante <cerca de 30 minutos a
temperatura ambiente. Ler a absorvancia a cerca de 490 nm

com um leitor de placas.

Calculos: Os valores de absorvadncia médiocs dos pogos

contendo somente meio de tampdo de ensaio (os brancos) séo
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subtraidos dos valores de absorvéncia de todos os outros
pocos. Uma Curva padrdo é representada graficamente para a
absorvéncia a 490 nm como uma funcdo da concentracdo de LDH
e a equacdo da linha ¢é determinada. A determinacdo da
atividade de LDH presente na amostra é calculada usando a

férmula em baixo:

{8400 gy - Intercegdo comy)
Atividade de LDH {pll} = b e .
declive

Valor do ensaio da atividade de LDH {117}

Atividade Total de LDH {ufitml} em amostra =
) volume de x amostra avaliado {usualmente 8,1 mL}

f) ENSAIO DE CASPASE-3

0 Estojo de Ensaio de Protease Fluorométrica de
CPP32/Caspase-3 (BioVision) ¢é usado para avaliacdo da
atividade de caspase dependente de DEVD. O ensaio é baseado
na detecdo da clivagem do substrato DEVD-AFC (AFC: 7-amino-
d-trifluorometil coumarina). DEVD-AFC emite luz azul (Apx =
400 nm); apds clivagem do substrato por CPP32 ou caspases
relacionadas, a AFC livre emite uma fluorescéncia amarela-
verde (Amax = 505 nm), que ¢é quantificada wusando um
fluordmetro ou um leitor de microplacas de fluorescéncia. A
comparacdo da fluorescéncia de AFC de uma amostra
apoptdética com um controlo ndo induzido permite a
determinacdo do aumento de vezes na atividade de caspase-

3/CPP32.

Procedimento de Ensaio
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1. Induzir apoptose em células por método desejado.
Concorrentemente incubar uma cultura de controlo sem
inducéo.

2. Contar células e peletizar cerca de 1-5 x cerca de 10°
células ou usar cerca de 20-200 pg de lisados de células
(dependendo do nivel de apoptose).

Para amostras de tecido, o tecido ¢é homogeneizado em
Tampdo de Lise (para 1X volume de tecido adicionar cerca
de 3X volume de tampdo de 1lise) para gerar lisado de
tecido, depois seguir o procedimento do estojo. 3.
Ressuspender células em cerca de 50 pL de Tampdo de Lise
de Células frio.

4., Incubar células em gelo durante cerca de 10 minutos.
5. Adicionar cerca 50 plL de 2X Tampdo de Reacdo (contendo
DTT a cerca de 10 mM) a cada amostra.

6. Adicionar cerca de 5 pL de substrato DEVD-AFC a cerca
de 1 mM (concentracdo final de cerca de 50 pM) e incubar
a cerca de 37 °C durante cerca de 1-2 horas.

7. Ler amostras num fluordmetro equipado com um filtro de
excitacdo de 400 nm e filtro de emissdo de 505 nm. Para
uma configuracdo de leitura de placas transferir as
amostras para uma placa com 96 pocos. O ensaio inteiro
pode ser também realizado diretamente numa placa com 96
pocos. O aumento de vezes na atividade de CPP32 &
determinado por comparacdoc destes resultados com o nivel

do controlo ndo induzido.

g) ENSAIO DE CASPASE-8

0 Estojo de Ensaio de Protease Fluorométrica de
FLICE/Caspase-8 (BioVision) ¢é wusado para avaliacdo da
atividade de caspases gue reconhecem a sequéncia IETD. O

ensaio é baseado na detecdo da clivagem do substrato IETD-
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AFC (AFC: T7-amino-4-trifluorometil coumarina). IETD-AFC
emite luz azul (Apsx = 400 nm); apds clivagem do substrato
por FLICE ou caspases relacionadas, a AFC livre emite uma
fluorescéncia amarela-verde (Apmax = 505  nm), que é
quantificada wusando um fluordmetro ou um leitor de
microplacas de fluorescéncia. A comparacdo da fluorescéncia
de AFC de uma amostra apoptdtica com um controlo nédo
induzido permite a determinacdo do aumento de vezes na

atividade de FLICE.

Procedimento de Ensaio

1. Induzir apoptose em células por método desejado.
Concorrentemente incubar uma cultura de controlo sem
inducéo.

2. Contar células e peletizar cerca de 1-5 x cerca de 10°
células ou usar cerca de 50-200 pg de lisados de células
se a concentracdo de proteinas tiver sido medida.

3. Ressuspender células em cerca de 50 uL de Tampdo de
Lise de Células frio. Incubar células em gelo durante
cerca de 10 minutos.

5. Adicionar cerca 50 uL de 2X Tampdo de Reacdo (contendo
DTT a cerca de 10 mM) a cada amostra. Adicionar cerca de
5 pL de substrato IETD-AFC a cerca de 1 mM (concentracdo
final de cerca de 50 uM). Incubar a cerca de 37 °C
durante cerca de 1-2 horas.

7. Ler amostras num fluordmetro equipado com um filtro de
excitacdo de 400 nm e filtro de emissdo de 505 nm. Para
uma configuracdo de leitura de placas transferir as
amostras para uma placa com 96 pocos. O ensaio inteiro
pode ser também realizado diretamente numa placa com 96

pocos. O aumento de vezes na atividade de FLICE pode ser
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determinado por comparacdoc destes resultados com o nivel

do controlo ndo induzido.

Exemplo 7.3: Ensaios para Determinag¢do da Senescéncia de

Células:

h) COLORAGAO DE BETA-GAL ASSOCIADA A SENESCENCIA

No caso de seccgdes de tecidos, tecido instantaneamente
congelado em nitrogénio liguido (LN») embebido em
Temperatura de corte oétima (OCT) ¢é montado em laminas
supercongeladas. As células sdo depois incubadas a cerca de
37 °C durante cerca de 20 hr com solucdo de coloracdo
(Acido citrico fosfato de sédio a cerca de 40 mM, pH 6,0,
S5-bromo-4-cloro-3-isolil-p-D-galactosideo a cerca de 1
mg/mL [X-gal, Fisher], ferricianeto de potassio a cerca de
5 mM, ferrocianeto de potédssio a cerca de 5 mM, NaCl a
cerca de 150 mM, MgCl, a cerca de 2 mM). Apds incubacdo, as
células sdo lavadas duas vezes com PBS e vistas sob

microscopia de campo brilhante quanto a coloracédo azul.

Exemplo 7.4: Ensaios para Avaliacdo Histolégica/Ensaios de

IHC:

i) ANALISE IMUNOHISTOQUIMIA (IHC):

O tumor é fixo em formalina tamponada a cerca de 10% e
embebido em parafina. Seccdes tumorais sdo cortadas (cerca
de 5 um) e desparafinisadas em xileno seguido por
reidratacdo em graus decrescentes de etanol. As seccdes sdo
coloridas com Hematoxilina e Eosina (H&E). A recuperacdo
dos antigénios & feita em Vector® Antigen Unmasking

Solution (Baseada em citrato, Vector Laboratories) por
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exposicdo a agquecimento por micro-ondas durante cerca de 30
min. E permitido que as ldminas arrefecam e séo
subsequentemente lavadas em salino tamponado com Tris. A
extincdo de peroxidase enddbgena é feita por incubacdo das
seccdes em Hy0, a cerca de 3% durante cerca de 15 min. O
bloqueio de ©proteinas ¢é levado a cabo a temperatura
ambiente durante cerca de 1 hr com soro de cabra a cerca de
10%. Os passos de incubacdo subsequentes sdo seguidos por
lavagens em Salino Tamponado com Tris (TBS). As secgdes sédo
incubadas com anticorpo primério as condigdes acima
mencionadas seguido por incubacdo com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de rédbano-silvestre (HRP)
(SignalStain® Boost IHC Detection Reagent; Cell Signaling
Technology) durante 1 hr a TA. O desenvolvimento
cromogénico é feito usando 3,3 -diaminobenzidina (Estojo de
Substrato de Peroxidase DAB; Vector Laboratories). Os
tecidos sdo contracoloridos com Hematoxilina (Solucgdo de

Papanicolaou la; Merck).

Fosfo-AKT monoclonal de coelho (Ser473; D9E XPTM) e Fosfo-
AMPKo (Thrl72) (clone 40HS, Cell Signaling Technology) séo
usados a diluicdo de cerca de 1:50 e cerca de 1:100,
respetivamente, para incubacdo durante a noite a cerca de 4
°C. Proteina Ribossomal fosfo-S6 monoclonal de coelho
(pS6RP) (Ser235/236; D57,2,2E XPTM) e fosfo-PRAS40 (Thr24e6,
C77D7) sdo obtidas da Cell Signaling Technology e usadas a
diluicdo de cerca de 1:200 para incubacdo durante a noite a
cerca de 4 °C; GLUT1 policlonal de coelho (Abcam) a
diluicd&o de cerca de 1:200 é usado para incubacdo de cerca
de 1 hr a temperatura ambiente (TA) variando de cerca de 25
°C a cerca de 35 °C; Ki67 policlonal de coelho (Vector
Laboratories) é usado a diluicdo de cerca de 1:600 durante

cerca de 1 hr a TA. A inducdo da apoptose & detetada por
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coloracdo de Caspase 3 clivada usando anticorpo para anti-
Caspase 3 c¢livada policlonal (Aspl7bh) (policlonal de
coelho, Cell Signaling Technology) a diluicdo de cerca de
1:600 durante cerca de 1 hr a TA. Controlo de isotipo com
correspondéncia de IgG ¢é usado para cada anticorpo
primario. Cada lamina & independentemente examinada por
dois especialistas e a pontuacdo/classificacdo é realizada

conforme a fédrmula da pontuacdo H.

j) COLORAGAO DE IMUNOHISTOQUIMICA DE TECIDOS FIXOS - FOSFO
ERK/FOSFO EGFR

O principio bédsico que subjaz a esta técnica é a reacédo
antigénio-anticorpo que ¢é amplificada e wvisualizada. O
antigénio alvo pode estar fisicamente 1nacessivel ao
anticorpo devido a dobragem das proteinas causada durante a
fixacdo. Isto é ultrapassado por um procedimento chamado
recuperacdo de antigénios, onde é usado calor para alterar
a dobragem das proteinas e o0s antigénios tornam-se
acessiveis. A extincdo da peroxidase enddgena, o blogueio
de proteinas e blogqueio de biotina enddgena s&o passos
importantes para evitar coloracdo de fundo e ligacdo néo
egpecifica. Este protocolo padronizado usa um sistema de
detecdo em trés camadas que envolve o anticorpo primario
(usualmente mAb de coelho/camundongo) dque se liga ao
antigénio alvo; anticorpo secundario biotinilado
(usualmente IgG anticoelho de cabra) que se 1liga ao
anticorpo primadrio; e o complexo avidina biotina (ABC;
peroxidase de rébano-silvestre biotinilado gue se liga a
avidina para formar um complexo) gque visa a biotina ligada
ao anticorpo secundario. Os anticorpos ajudam na detecdo de
antigénio e ampliacdo do sinal. A enzima peroxidase, Jque

estd presente em ABC, catalisa uma reacdo onde DAB (3,3 -
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diamnobenzidina) produz um precipitado castanho gque pode
ser visualizado sob um microscdpio, detetando em Ultima

instédncia o antigénio alvo.

Procedimento:

1. A Desparafinizacdo e Reidratacdo sdo levadas a cabo como

proporcionado em baixo:

a. Xileno - 2 lavagens - 6 min cada

b. Etanol a 100% - 1 lavagem - 3 min
¢. Etanol a 90% - 1 lavagem - 3 min Desxilenizagdo
d. Etanol a 70% - 1 lavagem - 3 min

e. Agua da torneira {a correr) - 10 min
f. Agua destilada - 1 lavagem - 5 min

] Desparafinizagdo

Reidratagdo

2. Isto é seguido por recuperacdo de antigénios

a. Preparar: cerca de 600 mL de 4dgua destilada + cerca de
5,6 mL de Antigen Unmasking Solution (Vector Labs #H-3300)
numa proveta de 1 L.

b. Embeber as laminas na solucdo durante cerca de 10
minutos.

c. Agquecimento no micro-ondas dos conteudos da proveta e

das laminas como se segue:

M-Baixa : cerca de 5 min
Média : cerca de 5 min
M-Elevada : cerca de 5 min

Elevada : cerca de 5 min
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d. Arrefecer as laminas até a temperatura ambiente por
colocacdo da proveta num banho cheio com &dgua da torneira.
e. Lavar as léaminas com &gua destilada cerca de 4 vezes
durante cerca de 5 min cada lavagem (Jarra Coplin).

f. Lavar lé&minas em 1X PBS durante 5 min (Jarra Coplin).

3. A extincdo de peroxidase enddgena é feita

a. Preparacdo Fresca: cerca de 9 mL de H;0, (30%) + cerca
de 75 mL de Agua destilada

b. Incubar laminas em solucdo de H,0, durante cerca de 15
min (Jarra Coplin).

c. Lavar lé&minas em agua da torneira a correr durante
cerca de 2 min.

d. Lavar l&minas em 1X PBS durante cerca de 7 min (Jarra

Coplin).
e. Fazer um circulo no tecido usando caneta Pap
hidrofébica (isto ¢é feito para manter o volume de

anticorpos tdo pegueno quanto possivel).

4. O blogueio de proteinas é feito. Este e 0s passos
subsequentes regquerem uma camara humidificada (uma bandeja

com papel filtro Whatman humido).

a. Preparar Soro de cabra a cerca de 10% (250 uL de soro
de cabra + 2,5 mL de 1X PBS)

b. Adicionar cerca de 75 uL de soro de cabra a cada
seccdo de tecido e incubar durante cerca de 1 hora.

c. Descartar o soro. Nenhuma lavagem reguerida.

5. 0 Bloqueio de Avidina/Biotina (obtida dos Vector Labs
#SP2001) é levado a cabo
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a. Distribuir quantidades regueridas de Avidina e Biotina
em dois tubos Eppendorf.

b. Adicionar cerca de 75 ulL de Avidina a cada seccdo de
tecido e incubar durante cerca de 15 min.

c. Descartar Avidina e enxaguar as laminas em 1X PBS
brevemente (Jarra Coplin).

d. Adicionar cerca de 75 uL de Biotina a cada seccgdo de
tecido e incubar durante cerca de 15 min.

e. Enxaguar as léaminas em 1X PBS brevemente (Jarra

Coplin).

6. Anticorpo Primédrioc é adicionado

a. Preparar Fosfo-Erk/Fosfo-EGFR cerca de 1:200 (obtida
da Cell Signalling Technology #4370/#2237) com 1X PBS.

b. Adicionar cerca de 75 ulL a cada seccdo de tecido e
incubar durante cerca de 1 hora.

c. Lavar lé&minas trés vezes em 1X PBS durante cerca de 3

min cada lavagem (Jarra Coplin).

7. Isto é seguido por adicdo do Anticorpo Secundario

a. Preparar IgG anti-Coelho de Cabra 1:1000 (Vector Labs
#BA-1000) com 1X PBS.

b. Adicionar cerca de 75 ulL a cada seccdo de tecido e
incubar durante cerca de 1 hora.

c. Lavar lé&minas trés vezes em 1X PBS durante cerca de 5

min cada lavagem (Jarra Coplin).

8. Reagente ABC (obtido dos Vector Labs; Estojo Vectastain

ABC Peroxidase Goat IgG #PK-4005) é adicionado
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a. Preparar reagente: cerca de 1 gota de solucdo A +
cerca de 1 gota de solucdo B + cerca de 2,5 mL de 1X PBS.
Incubar o reagente durante cerca de 30 min antes do uso a
temperatura ambiente. Quaisquer gquantidades extra podem
ser armazenadas a cerca de 4 °C durante até um més

b. Adicionar cerca de 75 ulL de reagente a cada seccdo de
tecido e incubar durante cerca de 30 min.

c. Lavar laminas trés vezes em 1X PBS durante cerca de 5

min cada lavagem (Jarra Coplin).

9. Substrato DAB (Vector Labs #SK4100)

Os seguintes passos sdo para ser feitos numa cdmara escura.

a. Preparacado fresca substrato DAR: cerca de 1 gota de
Tampdo + cerca de 2 gotas de DAB + cerca de 1 gota de
H,0, em cerca de 2,5 mL de agua destilada dupla.

b. Adicionar cerca de 75 ulL do reagente a cada seccdo de
tecido e observar sob microscédpio para decidir o tempo de
exposicdo apropriado.

c. Descartar o reagente em solucdo de permanganato de

potéssio e lavar as laminas em a&gua da torneira.

10. As léminas sdo0 sujeitas a contracoloracdo usando

Hematoxilina

a. Imergir as laminas 2-3 vezes em hematoxilina.

b. Lavar as laminas em agua da torneira a correr durante
cerca de 5 min.

c. Lavar as laminas em Solucdo de carbonato de sdédio a

cerca de 1% durante cerca de 30 segundos

d. Etanol a 70% - 1 lavagem - cerca de 3 min
e. Etanol a 95% - 1 lavagem - cerca de 3 min

f. Etanol a 100% - 2 lavagens - cerca de 3 min
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g. Xileno - 2 lavagens — cerca de 3 min

11. A montagem das lé&minas é feita com DPX (obtido da Merck

#61803502501730)

a. Montar as laminas com laminulas limpas usando DPX e
deixar secar

b. Marcar apropriadamente.

k) COLORAGAO POR TUNEL DE TECIDOS FIXOS

A marcacdo das extremidades nick dUTP de deoxinucleotidil
transferase terminal (TUNEL) é um método para detecdo da
fragmentacdo de DNA por marcacgdo da extremidade terminal de
adcidos nucleicos. TUNEL é usado para detecdo da
fragmentacdo de DNA gque resulta de cascatas de sinalizacéo
apoptdética. O ensaio baseia-se na presenca de nicks no DNA
que podem ser identificados por deoxinucleotidil
transferase terminal ou TdT, uma enzima gque catalisard a
adicdo de dUTPs gue sdo secundariamente marcados com um
marcador. Pode também marcar células gque sofreram danos

graves ao DNA.

Procedimento:

1. O primeiro passo envolve desparafinizacdo e reidratacdo



88

] Desparafinizacdo

a. Xileno - 2 lavagens - 6 min cada
b. Etanol a 100% - 1 lavagem - 3 min
¢, Etanol a 90% - 1 favagem - 3 min Desxilenizacdo
d. Etanol a 70% - 1 favagem - 3 min
e. Agua da torneira {a correr) - 10 min

f. Agua destilada - 1 lavagem - 5 min Reidratagdo

2. Isto é seguido por recuperacdo de antigénios

a. Preparar Proteinase K a cerca de 1:1000 (Qiagen #
19131) com 1X PBS.

b. Adicionar cerca de 50 uL a cada seccdo de tecido e
incubar durante 1 cerca de 5 min.

c¢. Lavar laminas em dH,O duas vezes durante cerca de 2

min cada lavagem (Jarra Coplin).

3. A extincdo é feita por peroxidase enddgena

a. Preparacdo Fresca: cerca de 7,5 mL de Hx0, (30%) +
cerca de 67,5 mL de Agua destilada

b. Incubar lé&minas em solucdo de H;0, durante cerca de 5
min (Jarra Coplin).

c. Lavar léaminas em &gua da torneira a correr durante
cerca de 2 min.

d. Lavar laminas em 1X PBS duas vezes durante cerca de 5
min (Jarra Coplin).

e. Fazer um circulo no tecido usando caneta Pap
hidrofébica (isto ¢é feito para manter o volume de

anticorpos/reagentes tdo pequeno quanto possivel).

4. Segue-se 0 tratamento com tampdo de equilibrio. Este e
0SS passos subseguentes requerem uma camara humidificada

(uma bandeja com papel filtro Whatman humido) .
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a. Adicionar cerca de 13 uL de tampdo de equilibrio a
cada seccdo de tecido e incubar durante pelo menos cerca
de 10 segundos (até cerca de 6 min estd bem)

b. Descartar o reagente. Nenhuma lavagem reguerida.

Enzima TdT é adicionada

a. Diluir enzima TdT em Tamp&o de reacdo na razdo de
cerca de 3:7 (Por ex: cerca de 30 pL de TdT em cerca de
70 uL de Tampao de reacao).

b. Adicionar cerca de 15 ulL a cada seccdo de tecido e
incubar durante cerca de 1 hora a cerca de 37 °C numa
cémara humidificada.

c. Descartar o reagente.

Tampdo de Paragem/Lavagem & adicionado

a. Preparar tampdo de Paragem/Lavagem por adicdo de cerca
de 1 mL de tampdo de stock a cerca de 34 mL de dH,O.

b. Colocar laminas no tampdo e agitar durante cerca de 15
segundos. Incubar durante cerca de 10 min a temperatura
ambiente.

c. Lavar lé&minas trés vezes em 1X PBS durante cerca de 1
min cada lavagem (Jarra Coplin).

d. Remover uma aliquota de Conjugado Anti-digoxigenina e

colocar a temperatura ambiente.

Conjugado Anti-Digoxigenina & adicionado

a. Adicionar 15 pL de Conjugado anti-digoxigenina a cada

seccdo de tecido e incubar numa cémara humidificada

durante cerca de 30 min a temperatura ambiente.
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b. Lavar laminas cerca de gquatro vezes em 1X PBS durante

cerca de 2 min cada lavagem (Jarra Coplin).

8. As laminas sdo tratadas com substrato de peroxidase: DAB

a. Preparar substrato DAB - diluicdo de cerca de 1:50 com
tampdo de diluicdo de DAB.
b. Adicionar cerca de 15 ulL de reagente a cada seccdo de

tecido e incubar durante cerca de 3-6 min.

Observar sob microscdépio para se determinar o tempo de

exposicdo apropriado.

c. Lavar laminas trés vezes em dH,O durante cerca de 1
min cada lavagem (Jarra Coplin).
d. Incubar 1laminas em dH,O durante cerca de 5 min a

temperatura ambiente.

9. A contracoloracdo usando Verde de metilo é feita

a. Contracolorir em verde de metilo a cerca de 0,5%
durante cerca de 10 min a temperatura ambiente.

b. Lavar as laminas em cerca de 3 mudancas de dH,O numa
jarra Coplin, imersdo da lamina cerca de 10 vezes cada nas
primeira e segunda lavagens, seguido por cerca de 30
segundos sem agitacdo na terceira lavagem.

c. Lavar as laminas em 3 mudancas de N-Butanol a 100% numa
jarra Coplin, imersdo da lamina cerca de 10 vezes cada nas
primeira e segunda lavagens, seguido por cerca de 30

segundos sem agitacdo na terceira lavagem.

10. Montagem
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a. Desidratar o tecido por colocacdo em cerca de 2
mudancas de Xileno, incubacdo durante cerca de 2 min em
cada jarra.

b. Montar sob uma laminula de wvidro usando DPX (Merck

#61803502501730) .

1) COLORACAO COM HEMATOXILINA E EOSINA (H&E) & um método de
coloracdo popular em histologia. H&E ¢é rotineiramente
realizado para avaliar as figuras mitdticas, necrose e
caracteristicas grosseiras gerais do tecido. O ensaio de
Hematoxilina & Eosina (H&E) é também usado para

determinacdo do conteudo estromal tumoral.

Exemplo 7.4: Ensaios para Proliferag¢do de Células.

O ensaio de IHC é também usado para os ensaios para os
marcadores de proliferacdo padrdo como Ki67 e PCNA para se

determinar a proliferacido de células.

Exemplo 7.6: Ensaios para Acido nucleico.

O isolamento de &cido nucleico é adicionalmente avaliado em
andlise de RNA e microarray de miRNA e andlise de genes
quanto a mutacdes especificas somente para amostras
selecionadas. Igualmente, a seguenciacdo de exomas pode ser
realizada para DNA somente para amostras selecionadas. O
perfil genético ¢é usado em casos selecionados para
entendimento da biologia de tumor e n&o como uma parte do

“Preditor da Resposta Clinica”.
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m) PURIFICAGAO DE RNA TOTAL A PARTIR DE TECIDOS:

A purificacdo de RNA total de tecidos é feita conforme o

estojo de extracdo de RNA da Qiagen.

1. Remover tecidos com estabilizacdo mais tarde do RNA do
reagente usando fdrceps.

2. Usar cerca de 30-50 mg de tumor.

3. Colocar o tecido pesado em tubo de cerca de 1,2 mL.
Adicionar cerca de 350 uL de tampdo RLT ao tecido,
imediatamente  homogeneizar num microdesmembrador de
tecidos a cerca de 3000 rpm durante cerca de 60 segundos.
4. Recolher o lisado num tubo separado, centrifugar
durante <cerca de 3 min & wvelocidade total. Remover
cuidadosamente o sobrenadante por pipetacdo, e transferi-
lo para um novo tubo de microcentrifuga.

5. Adicionar cerca de 1 wvolume (cerca de 350 uL) de
etanol a cerca de 70% ao lisado clarificado, e misturar
imediatamente por pipetacdo.

6. Transferir a amostra para uma coluna RNeasy spin
colocada em tubo de recolha de cerca de 2 mL. Fechar a
tampa suavemente e centrifugar durante cerca de 15 seg a
cerca de 10000 rpm. Descartar o fluxo.

7. Adicionar cerca de 350 uL de tampdoc RW1 & coluna
RNeasy spin. Fechar a tampa suavemente e centrifugar
durante cerca de 15 seg a cerca de 10000 rpm. Descartar o
fluxo.

8. Adicionar cerca de 10 pL de solucdes de stock de DNase
1 a cerca de 70 pL de tampdo RDD. Misturar por inversao
suave do tubo.

9. Adicionar cerca de 80 pL de mistura de incubacdo de
DNase 1 a membrana da coluna RNeasy spin, incubar durante

cerca de 15 min a temperatura ambiente.
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10. Adicionar cerca de 350 uL de tampdo RW1 & coluna
RNeasy. Fechar a tampa suavemente e centrifugar durante
cerca de 15 seg a cerca de 10000 rpm. Descartar o fluxo
11. Adicionar cerca de 500 uL de tampdo RPE a coluna
RNeasy. Fechar a tampa suavemente, e centrifugar durante
cerca de 15 seg a cerca de 10000 rpm. Descartar o fluxo.
12. Adicionar cerca de 500 uL de tampdo RPE a coluna
RNeasy. Fechar a tampa suavemente, e centrifugar durante
cerca de 2 min a cerca de 10000 rpm. Descartar o fluxo.
13. Colocar a coluna RNeasy num novo tubo de recolha de 2
mL e descartar o tubo de recolha velho com o fluxo.
Fechar a tampa suavemente e centrifugar a velocidade
total durante cerca de 1 min

14. Colocar a coluna RNeasy num novo tubo de recolha de
1,5 mL. Adicionar cerca de 35 pL de agua isenta de RNase
diretamente a membrana da coluna spin. Fechar a tampa
suavemente e centrifugar durante cerca de 1 min a cerca
de 10000 rpm

15. Eluir o RNA e armazenar a cerca de -85 °C

n) ISOLAMENTO DE RNA TOTAL E MICROARRAY:

A bidpsia nuclear com estabilizacdo mais tarde do RNA e
amostras de xenoenxertos tumorais humanos correspondentes
sdo lisadas usando microdesmembrador (Sartorius) de acordo
com o procedimento de operacdo padrdo. O RNA total isolado
de tecidos pulverizados é subsequentemente avaliado guanto

a integridade por bicanalisador e nanogota.

Microarray de RNA tumoral (cRNA) é levado a cabo usando a
plataforma de sistema Agilent Sure Print G3 Human GE 8x60K
Microarrays (Agilent Technologies). Para microarray de RNA,

um valor RIN acima de cerca de 7 & usado como um limiar de
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exclusdo. Aproximadamente cerca de 200 ng de RNA extraido
de amostras tumorais ou controlo correspondido sdo
reversamente transcritos finalmente para gerar CRNA
amplificado marcado com cy3/cy5 e ¢é perfilado wusando
Estojos e plataforma Agilent (Agilent Technologies). Os
dados de array sdo normalizados usando software de extracdo
Feature e software Gene-Spring da Agilent. Andlise
estatistica adicional é 1levada a cabo wusando software
apropriado para este estudo. 0Os dados expressos Ccomo
diferencas de vezes (para genes tanto sobrerregulados como
subregulados) comparados com controlo correspondente. Um
mapa térmico é gerado e a relacdo (similaridade de genes) é
elucidada entre diferentes amostras tumorais primarias e
tumorais de xenoenxertos com base no seu estado de
resposta. Array nado supervisionado €& usado para geracdo de
uma Aarvore mostrando a relacdo de tumor primario derivado
de CR, PR ou PD com xenocenxertos correspondentes com base
no perfil funcional no contexto de resposta aos farmacos. A
andlise ANOVA de dados normalizados é realizada para
distinguir os genes diferencialmente expressos (a P < 0,05)
entre diferentes tumores e grupos de xenoenxertos

correspondentes.

o) RT-PCR EM TEMPO REAL.

Os genes significativamente expressos de microarray Sao
confirmados por RT-gPCR wusando sondas especificas e
conjuntos de iniciadores wusando a plataforma de PCR em

tempo real da Stratagene.

p) SEQUENCIAGAO DE EXOMAS PARA ANALISE DE MUTAGOES.
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DNAs gendmicos sdo 1isolados de tumores HNSCC priméarios
usando o Estojo de Tecidos DNAeasy (Qiagen) . Apds
verificacdo da gqualidade, a sequenciacdo de exomas dos DNAS
é conduzida para andlise de mutacdes conforme procedimentos
descritos previamente. Brevemente, iniciadores de
sequenciacdo e nucledtidos marcados especificos sdo para
gerar reacdo e sequéncias de genes especificas séo
analisados na plataforma Exome Sequencing da Illumina. S&o
determinadas as diferencas no espetro de mutacdes em grupos

respondedores e ndo respondedores clinicos.

Exemplo 8: Geracdo de algoritmos para prever o resultado

clinico:

Logo que o tumor seja excisado do paciente é sujeito a
anadlise de explantes como descrito nos exemplos 1-3 com
multiplos farmacos (sozinhos ou em combinacdo). A resposta
tumoral ao farmaco é avaliada por multiplos ensaios como
descrito no Exemplo 6. Em paralelo, os resultados clinicos
sdo medidos conforme protocolos estabelecidos. Diferentes
ponderacdes sdo dadas aos resultados de ensaios individuais
de explante tal gque a pontuacdo combinada que é obtida
tenha uma <correlacdo linear <com o© resultado clinico
observado; 1i.e., elevada pontuacdo combinada (>60, por
exemplo) estd correlacionada com resposta c¢linica (CR)
completa, baixa pontuacdo combinada (<20, por exemplo) esté

correlacionada com ndo resposta (NR) clinica.
Logo que um tal sistema de pontuacdo seja concebido pode
ser usado para prever a resposta clinica de um paciente

futuro a partir da andlise de explantes.

S&do0 dadas ponderacdes aos paradmetros individuais tal que os
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dados ponderados cumulativos tenham boa correlacgdo com o©

resultado c¢linico observado. Diferentes algoritmos usam
diferentes ponderacdes individuais (de 0-100%) para os
pardmetros incluidos na correlacédo.

Adicionalmente a atribuicdo manual das ponderacdes (como

mostrado nos 5 algoritmos exemplificativos mostrados),

“Anédlise multivariantes” usando um computador & também

possivel, onde diferentes ponderacdes sdo atribuidas para

se chegar a férmula de melhor ajuste gque tenha a menor
quantidade de desvio entre a resposta clinica prevista e a

resposta clinica observada.

As pontuacdes em bruto obtidas pelos varios ensaios de

explantes sdo proporcionadas na Tabela 4. D& também a

leitura clinica (Resposta completa, Resposta Parcial ou N&o

Resposta obtida conforme 0s critérios PERCIST

convencionails).

Tabela 4: Dados Experimentais de ensaios de explantes e

avaliacdo clinica.

# Analise de explantes Leitura Clinica
ID da Viabilidade {Histologia ;Proliferagdo Apoptose {RECIST Representagéo
Amostra Numérica

20

NR

27

42

20

PR

32

50

10

PR

58

60

53

CR

22

150

NR

25

50

50

70

PR

21

47

55

80

PR

483

72

43

CR

NR
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# Analise de explantes Leitura Clinica §

ID da Viabilidade {Histologia {Proliferacgéo {Apoptose iRECIST Representagéo %
Amostra Numérica §
41 15 22 33 35 PR 2 %

42 7 0 0 30 NR 1 %
43 15 15 28 36 PR 2 %

44 62 50 64 70 CR 3 %

45 36 41 43 24 PR 2 %
46 24 52 36 45 PR 2 %

A Tabela 5 d& wvalor numérico para a leitura clinica
observada. O wvalor de 3, 2 e 1 é dado para resposta
completa, resposta parcial e ndo resposta, respetivamente.
A Tabela 6 mostra as ponderacdes qgque sdo dadas para oS
ensaios de explantes em cada um dos 5 algoritmos

representativos.

Estas ponderacdes sdo dadas com base na natureza dos
farmacos usados na andlise de explantes. Por exemplo, aos
farmacos gque se sabe exibirem a sua atividade por disrupcédo
da proliferacdo de células sdo dadas ponderacdes mais

elevadas para a proliferacdo de células.

Tabela 5: Representacdo numérica de resposta clinica,

Resposta Parcial e ndo resposta.

Resposta Completa 3
Resposta Parcial 2
iNéo Resposta 1

Tabela 6: Ponderacdo dada a diferentes resultados de

ensaios de explantes nos 5 algoritmos representativos.

Ponderacdo do Indice de Sensibilidade (%)

Viabilidade Histologia

Proliferagéo § Apoptose
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Ponderacdo do Indice de Sensibilidade (%)

Viabilidade Histologia Proliferagéo Apoptose
Método 1 25% 25% 25% 25%
Método 2 § 20% 30% ! 25% § 25%
Método 3 é 30% 153 255 § 30%
Método 4 : 30% 30% 30% 10%
Método 5 10% 20% 30% 10%

O indice de sensibilidade (i.e., a pontuacdo M) para cada
paciente é calculado por multiplicacdo da pontuacdo em
bruto com o fator de ponderacdo correspondente e adicdo dos
numeros resultantes, como 1lustrado na Tabela 7. Por
exemplo, o paciente 1 tem pontuacdo de andlise de explantes
de 5, 20, 0 e 120 para viabilidade, histologia,
proliferacdo, e apoptose, respetivamente. Sob o algoritmo 1
(ou método 1), a cada um destes fatores ¢é dada uma
ponderacdo de 25%. Assim, o indice de sensibilidade para o
paciente 1 usando o algoritmo 1 serd calculado como se

segue:

fndice de sensibilidade = (5*25%) + (20*25%) + (0*25%) +
(120*25%) = 36

0 Indice de Sensibilidade assim calculado é convertido no

resultado clinico previsto (Tabelas 8-12) como se segue:

Se o Indice de Sensibilidade > 60, Resultado clinico
previsto = 3 (= Resposta completa).
Se 20 < Indice de Sensibilidade < 60, resultado clinico
previsto = 2 (= Resposta parcial).
Se o Indice de Sensibilidade < 20, resultado clinico

previsto = 1 (= Ndo Resposta).
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Indice de sensibilidade medido pela aplicagao das
5 algoritmos representativos.

P

ponderac¢des para os ensaios de explantes como medido pelos

Tabela 7
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indice de Sensibilidade

Método 1 Método 2 Método 3 Método 4 Método 5 %
43 44 42 46 43 %
30 : 29 § 32 § 24 34 %
26 \ 26 \ 25 ‘ 27 23 §
34 33 35 35 33 §
22 21 24 16 25 %
29 29 28 31 22 %
26 25 28 23 28 %
19 18 19 23 18 %
59 58 60 56 59 §
18 17 20 18 15 %
27 28 29 22 34 %
26 27 27 25 30 %
9 9 11 5 13 g
24 24 25 § 21 27 %
62 51 63 60 63 §
36 36 35 38 34 %
39 41 38 38 42 %

O resultado clinico previsto é comparado com o resultado
clinico observado para medir o ©poder ©preditor dos
algoritmos (Tabelas 8-12). As porcdes sombreadas ilustram
casos onde existe correspondéncia entre o resultado

previsto e o resultado observado.

Tabela 8: Eficacia Preditora do algoritmo 1: Comparacgio
entre “resultado clinico previsto” e “Resultado Clinico
observado”. Se o Indice de sensibilidade >60, & dada ao
Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 3 (i.e.,
Resposta Completa). Se o Indice de sensibilidade < 20, é
dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 1

(i.e., N&o Resposta). Se 20 < Indice de sensibilidade < 60,
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¢ dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 2

(i.e., Resposta Parcial).

Algoritmo 1

Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

36

2

1

47

483

381

43

49

51

71

27

52

49

46

40

45

483

39

43

56

30

45

42

31

34

32

8

17

15

43

18

43

30

26

34

22

29

26

19

59

18

27

26

9
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Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

24

62

36

39

Tabela 9:

Eficacia Preditora do algoritmo 2- Comparacédo

entre “resultado clinico previsto” e “Resultado Clinico

observado”. Se o Indice de sensibilidade >60, é dada ao

Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 3

Resposta Completa). Se o Indice de sensibilidade < 20, é

(i.e.,

-

dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 1

(i.e., N&o Resposta). Se 20 < Indice de sensibilidade < 60,

¢ dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 2

(i.e.,

Algoritmo 2

Resposta Parcial).

Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

37

2

1

483

49

381

42

50

52

72

27

53

50

483

42

45

483

39

43

57

29

46

43

30

34

32

7
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Indice de Sensibilidade Resultado Clinico Previsto Resultado Clinico Observado

16

14

44

17

44

29

26

33

21

29

25

18

58

17

28

27

9

24

61

36

41

Tabela 10: Eficacia Preditora do algoritmo 3: Comparacédo
entre “resultado clinico previsto” e “Resultado Clinico
observado”. Se o Indice de sensibilidade >60, é dada ao
Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 3 (i.e.,
Resposta Completa). Se o Indice de sensibilidade < 20, é
dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 1

(i.e., N&o Resposta). Se 20 < Indice de sensibilidade < 60,
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¢ dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 2

(i.e., Resposta Parcial).

Algoritmo 3

Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

41

2

1

49

50

86

52

49

51

72

33

56

50

45

38

46

50

41

44

56

36

44

42

38

34

34

9

21

17

42

20

42

32

25

35

24

28

28

19

60

20

29

27

11
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Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

25

63

35

38

Tabela 11: Eficacia Preditora do algoritmo 4: Comparacéio

entre “resultado clinico previsto” e “Resultado Clinico

observado”. Se o Indice de sensibilidade >60, é dada ao

Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 3 (i.e.,

Resposta Completa). Se o Indice de sensibilidade < 20, é

-

dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 1

(i.e., N&o Resposta). Se 20 < Indice de sensibilidade < 60,

¢ dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 2

(i.e., Resposta Parcial).

Algoritmo 4

Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

20

2

1

37

38

67

22

45

45

61

13

39

43

40

34

40

45

32

35

52

16

43

37

18

36

28

4

12

7
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Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

41

18

46

24

27

35

16

31

23

23

56

18

22

25

5

21

60

38

38

Tabela 12: Eficacia Preditora do algoritmo 5: Comparacéo

entre “resultado clinico previsto” e “Resultado Clinico

observado”. Se o Indice de sensibilidade >60, é dada ao

Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 3 (i.e.,

Resposta Completa). Se o Indice de sensibilidade < 20, é

dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 1

(i.e., N&o Resposta). Se 20 < Indice de sensibilidade < 60,
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¢ dada ao Resultado clinico previsto uma pontuacdo de 2

(i.e., Resposta Parcial).

Algoritmo 5

Indice de Sensibilidade

Resultado Clinico Previsto

Resultado Clinico Observado

53

2

1

57

56

95

62

56

60

08

41

66

59

51

46

50

54

46

50

65

42

50

46

43

33

38

11

20

21

44

20

43

34

23

33

25

22

28

18

59

15

34

30

13
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Indice de Sensibilidade Resultado Clinico Previsto Resultado Clinico Observado

27

63

34

42

Ao invés de se darem ponderacdes manuais nas Tabelas 6-13,
um computador pode ser usado opcionalmente para usar um
método de anadlise de multirregressdo para dar tais
ponderacdes aos sistemas de explantes individuais. Em tais
casos, o computador usard um ajuste polinomial (equacdo
linear, gquadratica ou de ordem mais elevada) usando os
dados de explantes observados e produzird um resultado
clinico previsto gque tem o© menor desvio em relagdo ao

resultado clinico observado.

Exemplo 9: Uso de Sistema de Explantes em Multiplos Cancros

Sélidos Para Gerar Previsdo da Resposta Clinica

O ensaio funcional dirigido por “Preditor da Resposta
Clinica” permite rastreio rapido de um painel de agentes
anticancerigenos. Um painel de agentes anticancerigenos
estabelecidos e em 1investigacdo (tanto citotdxicos como
visados) é selecionado principalmente com base nas suas
propriedades de inibicdo do crescimento tumoral conhecidas.
A eficdcia ex vivo destes farmacos é testada para um painel
de explantes derivados de pacientes em ensaio de
proliferacdo (Ki-67) e viabilidade (WST) de 72 horas. A
percentagem de inibicdo é determinada com referéncia ao
controlo ndo tratado. O0Os resultados sdo ilustrados na
Figura 11. A inibicdo acima de 50% ¢é considerada como
resposta completa. A inibicdo abaixo de 50% mas acima de
20% é considerada como resposta parcial. Nos grupos ndo

respondedores, os farmacos que ndo exibem (0% a 20%)
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inibicdo sdo considerados como n&o resposta e similares a
doencas estadveis. 0s farmacos gue mostram aumento na
proliferacdo celular para uma indicacdo particular séo
considerados como doencas progressivas. 0s resultados
obtidos indicam que o “Preditor da Resposta Clinica”
mimetiza amostra de xenoenxerto tumoral. Consequentemente é

adicionalmente validado usando resultados clinicos.

Exemplo 10:

Amostras tumorais sdo recolhidas de pacientes em conjunto
com o seu soro conforme protocolos padrdo. 0Os pacientes
tiveram avaliacdo PETCT ou CT antes do inicio da anadlise de
explantes “Preditor da Resposta Clinica”. As amostras
recolhidas s&o processadas para analise de explantes com

Preditor da Resposta Clinica.

Pequenos pedacos com cerca de 3 x 3 x 3 mm de fatia tumoral
sdo gerados. As amostras tumorais sdo divididas em
multiplos pedacos peguenos usando Vibratome da Leica para
gerar seccdes com cerca de 100-300 um e cultivadas em
triplicado em placas de fundo redondo com 96 pocos gue
foram previamente revestidos com ECM especifica do cancro
como indicado no Exemplo 1. O0s tecidos tumorais sé&o
mantidos em meios condicionados de cerca de 2 mL (DMEM
suplementado com FBS inativado pelo calor a cerca de 2% em
conjunto com Penicilina-Estreptomicina, piruvato de sdédio a
100 mM, aminodcido ndo essencial, L-glutamina a 4 mM e
HEPES a 10 mM). Os meios de cultura sdo suplementados com
ligantes derivados do soro a cerca de 2% apds 12 horas. Os
farmacos sdo opcionalmente adicionados no inicio da cultura
em conjunto com meios ou separadamente. Os meios sédo

mudados aquando da adicdo de soro. 0Os meios sdoc também
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mudados a cada 24 horas em conjunto com suplementos. Cerca
de 5 uL de meios gastos sdo usados para se determinar a
viabilidade de células, proliferacéo de células,
histologia, e morte de células de tecido tumoral. No final
do periodo de cultura variando de cerca de 72 horas, o
tecido é avaliado quanto aos pardmetros. Apds este periodo,
anadlise de MTT/WST & realizada para se avaliar a
percentagem de viabilidade de células. O sobrenadante da
cultura de meios é removido a cada 24 hrs e avaliado guanto
a proliferacdo (usando experiéncias de utilizacdo de ATP e
glucose) e morte de células (por avaliacdo de ensaios de
lactato desidrogenase e medicdes de caspase-3 e caspase 8)
para dar tendéncias de respostas cinéticas. Os resultados
sdo quantificados contra wum controlo ndo tratado com
farmacos. As seccgdes de tecido tanto tratadas com
farmaco (s) como ndo tratadas sdo também dadas para
avaliacdo de 1IHC e histoldégica no final do periodo de
cultura. Os tecidos dados para avaliacdo histoldgica sédo
avaliados quanto a apoptose por TUNEL e ensaio de caspase 3
ativada. Igualmente, a proliferacdo de células é avaliada
gquanto aos marcadores da proliferacdo padrdo como Ki67 e

PCNA.

Todos o0s resultados pré-clinicos, tais como viabilidade de
células, morte de células por apoptose, avaliacédo
histoldégica e também estado de proliferacdo, sdo finalmente
integrados para dar uma unica pontuacdo chamada Indice de
Sensibilidade (ou pontuacdo M), ilustrada na Tabela 3

proporcionada em baixo.

Os pacientes inscritos para a presente andlise de explantes
tiveram também tratamento clinico e foram avaliados gquanto

a resposta no final de 6-8 meses por PETCT ou CT. O
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resultado “Preditor da Resposta Clinica” (pontuacdo M) é
depois comparado com o resultado clinico. Os resultados

obtidos sdo ilustrados na Tabela 3 em baixo.

A Tabela 3 indica o tipo de amostra tumoral obtida dos
respetivos pacientes (tendo um dos seguintes tipos de
cancro - HNSCC, Glioblastoma, Ca-Ovarios, Ca-Mama, Ca-
Eséfago, CRC, Ca-Pancreas, Ca-Estdémago) e o farmaco ou
combinacdes de féarmacos com o que o paciente é tratado,
tanto para anadlise através de “Preditor da Resposta

Clinica” como para tratamento clinico.

Como evidente a partir dos resultados obtidos na tabela em
baixo, o “Preditor da Resposta Clinica” previu com sucesso
o resultado clinico com uma eficdcia de cerca de 100% para

ndo respondedores e cerca de 88% para respondedores.

As amostras tumorais do Paciente 1 tendo cancro da Cabeca e
Pescoco sdo tratadas com uma combinacdo de Cisplatina + 5FU
+ Docetaxel pelo “Preditor da Resposta Clinica”. Os
resultados pré-clinicos obtidos por andlise de tecidos
através de wviabilidade de células, avaliacdo histoldgica,
proliferacdo de células e morte de células por apoptose sdo
integrados para dar um Indice de Sensibilidade (ou
pontuacdo M) de 8. Uma vez que o Indice de sensibilidade do
tratamento pré-clinico no Paciente 1 é <20; é previsto que
0 tratamento tenha fraco resultado clinico guando a mesma
combinacdo de farmacos é administrada ao paciente. Isto é
validado a partir dos resultados dos dados de RECIST
obtidos para a resposta clinica onde ao paciente & dada uma

pontuacdo de 1, indicando ndo resposta clinica.
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As amostras tumorais do Paciente 3 tendo cancro da Cabeca e
Pescoco sdo tratadas com uma combinacdo de Carboplatina e
Paclitaxel pelo “Preditor da Resposta Clinica”. Os
resultados pré-clinicos obtidos por andlise de tecidos
através de wviabilidade de células, avaliacdo histoldgica,
proliferacdo de células e morte de células por apoptose sdo
integrados para dar um Indice de Sensibilidade (ou
pontuacdo M) de 47. Uma vez que o Indice de sensibilidade
do tratamento pré-clinico no Paciente 3 é <20 mas <60; é
previsto que o tratamento tenha resultado clinico parcial
gquando a mesma combinacdo de farmacos ¢é administrada ao
paciente. Isto é validado a partir dos resultados dos dados
de RECIST obtidos para a resposta clinica onde ao paciente

¢ dada uma pontuacdo de 2, indicando resposta parcial.

As amostras tumorais do Paciente 38 tendo cancro da Cabeca
e Pescoco sdo tratadas com uma combinacdo de Cisplatina,
SFU e Docetaxel pelo “Preditor da Resposta Clinica”. Os
resultados pré-clinicos obtidos por andlise de tecidos
através de wviabilidade de células, avaliacdo histoldgica,
proliferacdo de células e morte de células por apoptose sédo
integrados para dar um Indice de Sensibilidade (ou
pontuacdo M) de 90. Uma vez que o Indice de sensibilidade
do tratamento pré-clinico no Paciente 38 & >60; é previsto
gue o tratamento tenha resultado clinico completo guando a
mesma combinacdo de farmacos € administrada ao paciente.
Isto é validado a partir dos resultados dos dados de RECIST
obtidos para a resposta clinica onde ao paciente é dada uma

pontuacdo de 3, indicando resposta clinica completa.

Tabela 3

indice de {Leitura |
Preditor da Resposta Clinica §
Sensibi- {clinica ;
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ID da Tipo de Tratamento :Viabi- ; Histo- { Prolifera- Apo- lidade RECIST
Amos-— Cancro lidade logia cédo ptose
tra
Cisplatina +
5FU +
1 HNSCC Docetaxel 5 20 -100 120 8 1
Glicblasto
2 Temozolomida
ma 27 42 20 100 49 2
Carboplatina
3
HNSCC + Paclitaxel 32 50 10 100 47 2
4 Ca-Ovérios 58 60 53 154 88 300
Capecitabina :
5
Ca-Mama + Lapatinib 22 -20 -125 150 16 1
5FU +
6
Ca-Esdéfago i Leucovorina 25 50 50 70 48 2
7 HNSCC Cetuximab 21 47 55 80 52 2
8 Ca-Mama 48 72 43 120 70 3
9 Ca-Es6fago | 9 -68 -80 100 10 1
0 Irinotecano :
1
CRC + 5FU 24 38 27 120 57 2
Ca- Gemcitabina
11
Pancreas + Cisplatina 19 43 55 80 51 2
Ca- Gemcitabina
12
Pancreas + Erlotinib 27 62 20 75 41 2
5FU +
13
Ca-Esdéfago i Leucovorina 16 55 20 68 35 2
Carboplatina
14
HNSCC + Paclitaxel 32 42 35 70 16 2
Epirrubicina
+ Cisplatina
15
4
Ca-Esdfago i Capecitabina 35 33 60 65 53 2
. Ca- Gemcitabina
1
Pancreas + Cisplatina 27 28 28 72 42 2
17 CRC Cetuximab 29 36 25 80 45 2
18 Ca-Mama §Vinorrelbina § 23 50 75 75 58 2 §
Ca- Gemcitabina
19
Pancreas + Cisplatina 19 -48 -50 100 35 1
Ca- 5FU +
20
Pancreas Leucovorina 22 44 62 50 67 2
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Leitura

indice de
Preditor da Resposta Clinica
Sensibi- clinica
- R - . lidade
ID da Tipo de Tratamento (Viabi- { Histo- { Prolifera- Apo- RECIST
Amos-— Cancro lidade logia cédo ptose
tra
Ca- Gemcitabina
21
Pancreas + Erlotinib 27 51 25 65 59 2
Epirrubicina
+ Cisplatina
22
T
Ca-Esdfago iCapecitabina 25 -35 =70 100 28 1
23 Ca-Mama Herceptina 35 34 42 25 51 2 §
Bleomicina + l
24 Cisplatina +
Ca-Ovarios Etoposideo 20 19 35 55 55 2
Cisplatina +
25 5FU +
Ca-Mama Docetaxel 5 =22 -18 25 6 1
26 HNSCC Cetuximab 27 -46 -35 42 17 1 §
Carboplatina {
27
HNSCC + Paclitaxel 8 -58 -10 50 24 1
Irinotecano
283
CRC + 5FU 35 50 36 50 61 2
- Carboplatina
Ca-Ovarios i+ Paclitaxel 18 -62 36 18 36 1
Epirrubicina
+ Cisplatina
30
Ca- +
Estdémago Capecitabina 36 48 58 30 62 2
Cisplatina +
31 5FU +
HNSCC Docetaxel 29 14 20 55 52 2
3 Carboplatina {
HNSCC + Paclitaxel 32 34 16 20 34 2
Ca- 5FU +
33
Estdémago Leucovorina 44 28 35 30 55 2
Ciclofosfami
da +
34 Doxorrubicin
a +
Ca-Mama Paclitaxel 24 12 -20 50 27 1
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indice de {Leitura }
Preditor da Resposta Clinica
Sensibi- clinica
- R - . lidade
ID da Tipo de Tratamento (Viabi- { Histo- { Prolifera- Apo- RECIST
Amos-— Cancro lidade logia cédo ptose
tra
5FU +
35
Ca-Esdéfago i Leucovorina 52 44 0 20 36 2
Cisplatina +
36 Ca- 5FU +
Estdémago Docetaxel 29 10 22 42 47 2
5 Carboplatina
7
HNSCC + Paclitaxel 21 9 46 0 34 2
Cisplatina +
38 5FU +
HNSCC Docetaxel 66 55 40 74 90 3
19 Carboplatina
Ca-Ovarios i+ Paclitaxel 41 12 -10 20 26 1
Epirrubicina
+ Cisplatina
40
Ca- +
Estdémago Capecitabina 11 17 27 54 46 2
41 HNSCC | Cetuximab | 15 22 33 Y35 42 2
Cisplatina + .
42 5FU +
Ca-Eséfago Docetaxel 7 -16 -15 30 11 1
Cisplatina +
43 5FU +
Ca-Eséfago Docetaxel 15 15 28 36 40 2
Ciclofosfami
da +
44 Doxorrubicin
a +
Ca-Mama Paclitaxel 62 50 64 70 98 3
Epirrubicina
+ Cisplatina
45
4
Ca-Eséfago {Capecitabina 36 41 43 24 © A 2
Irinotecano
46
CRC + 5FU 24 52 36 45 53 2

Exemplo 11: “Preditor da Resposta Clinica” E um Melhor

Preditor da Resposta do que Biomarcadores
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Como mencionado acima, embora biomarcadores sejam usados na
técnica anterior como ferramenta de previsido, existem
muitos constrangimentos associados aos mesmos. Estes
constrangimentos s&o ultrapassados pelas ferramentas e
métodos da presente divulgacdo. “Preditor da Resposta
Clinica” ndo estd limitado aos farmacos ou a doenca gque
foram wusados para a validacdo inicial. “Preditor da
Resposta Clinica” ¢é uma tecnologia de plataforma. Por
exemplo, logo que “Preditor da Resposta Clinica” tenha sido
desenvolvido para um modelo de Cancro colorretal para um
farmaco particular, digamos 5-FU, e tenha sido mostrado gque
este modelo é Util na previsdo da eficdcia de 5-FU, o
modelo é transponivel para outros farmacos. Isto é porgue
0s constrangimentos de entrada para “Preditor da Resposta
Clinica” estdo ligados ao paciente sob consideracdo (ou ao

tumor derivado do paciente) e n&o ao farmaco.

Outra grande diferenca ¢ a diferenca entre biomarcadores
“condutores” e “passageiros”. Para muitos faArmacos visados,
0os pacientes sdo segregados com base em se tém um
biomarcador particular ou ndo. No entanto, a presenca de um
dado biomarcador ndo verifica se os pacientes responderio
ou ndo ao farmaco. Isto é devido a natureza heterogénea do
cancro onde multiplos fatores s&o responsaveis pela
afetacdo da eficidcia dos féarmacos. Em contraste, porgue o
“Preditor da Resposta Clinica” ¢é uma abordagem né&o
enviesada e considera o tecido tumoral como um todo na

decisdo de se o paciente responderd ao farmaco, este é mais

relevante na determinacdo do resultado clinico real.

Embora estejam disponiveis biomarcadores (gene/proteina gue

¢ diferencialmente expresso em respondedores vsS. nao



118

respondedores a um farmaco particular)

de farmacos tais como Herceptina

estao

farmacos.
resultado clinico.
Erbitux no Cancro colorretal,

de 10-30%.

disponiveis

Tabela 13.

Onde

(biomarcador de Her2), néao

para uma ampla variedade de outros
disponiveis tém baixa correlacdo com
P.ex.: KRAS, o biomarcador aprovado para

tem um poder preditor na gama

para uma mao-cheia

Este aspeto de biomarcadores foi ilustrado na

Tabela 13: Todos os ndo respondedores sido marcados como NR

e os respondedores sdo marcados como R.

# de ID do Resposta Resposta “Preditor iPontuacdo i1KRAS {BRAF {PIK3CA {AREG EREG
Paciente Clinica da Resposta M

Clinica”
1 R R 62 WT WT WT Baixo Elevado %
2 NR NR 18 Mut GWT WT Elevado {Elevado
3 NR NR 14 WT Mut {WT Baixo Baixo g
4 NR NR 2 WT WT WT Baixo Baixo g
15 NR NR 5 WT {WT {WT Baixo {Baixo
:6 NR ;NR §19 WT WT  {Mut Baixo {Baixo
7 NR ‘NR ‘ 22 ‘WT WT WT Elevado {Elevado %
8 NR NR 11 Mut {WT WT Baixo Baixo g
9 ;NR NR 18 WT {WT {WT Baixo {Baixo
10 NR NR 19 WT WT Mut Baixo Baixo g
11 NR NR 4 WT WT WT Baixo Baixo %
! 12 NR NR 1 ;Mut WT WT Baixo Baixo %
13 R ‘R 72 WT WT WT Elevado {Elevado %
14 R R 54 WT WT WT Baixo Baixo g
15 NR NR 12 WT Mut {WT Baixo Baixo g
16 NR NR 21 Mut J{WT WT Elevado {Elevado
17 NR NR 16 WT WT WT Baixo Baixo %
20 R VR 67 VWT WT WT Elevado {Elevado g
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# de ID do Resposta Resposta “Preditor i{Pontuacdo i{KRAS {BRAF {PIK3CA {AREG EREG
;Paciente Clinica da Resposta M

: Clinica”

§21 NR NR 11 Mut {WT {WT Baizo {Baixo |
§22 NR NR 3 WT WT WT Baixo Baixo \l
:23 NR ;NR 20 WT  {WT Elevado {Elevado |
24 R R 66 WT WT WT Elevado {Baixo %
25 NR NR 12 Mut {WT WT Elevado jElevado
§26 ;NR NR 3 WT {WT {WT Elevado Elevado%
27 NR NR 9 WT WT WT Elevado {Baixo g
28 NR NR 17 WT WT WT Elevado {Elevado %
29 NR NR 11 WT WT WT Baixo Baixo %
30 NR NR 6 WT WT WT Baixo Baixo %
31 R R 52 WT WT WT Elevado {Elevado g
32 R R 41 WT WT WT Elevado {Elevado g
§33 R R 54 WT WT WT Elevado {Elevado g
:34 NR ;NR WT o {WT Elevado Elevado%
35 NR NR 13 WT WT WT Elevado {Elevado %
36 NR NR 24 WT WT WT Elevado {Elevado %
137 {NR NR 12 WD WT  {WT Elevado Elevado%
38 R R 56 WT WT WT Elevado {Elevado g
§39 NR NR 3 WT WT WT Elevado {Elevado %
140 R R WT o {WT Elevado {Flevado
41 R ‘R 52 WT WT WT Elevado {Elevado %
42 R R 74 WT WT WT Elevado {Elevado g
343 ;NR NR 2 WT {WT {WT Baixo {Rlevado
44 NR NR 9 WT WT WT Baixo Elevado g
45 NR NR 17 WT WT WT Elevado {Baixo %
46 NR NR 14 WT WT WT Elevado {Baixo %
47 NR NR 11 WT WT WT Baixo Baixo %
48 NR NR 9 WT WT WT Baixo Baixo g
49 R R 53 WT WT WT Elevado {Elevado g
EEO R R 68 WT WT WT Elevado {Elevado g
' 51 NR NR 14 WT WT WT Baixo Elevado %
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# de ID do Resposta Resposta “Preditor i{Pontuacdo i{KRAS {BRAF {PIK3CA {AREG EREG
§Paciente Clinica da Resposta M

: Clinica”

{52 NR NR 15 WT iWT  {WT Baixo {Baixo

As amostras testadas gquanto a resposta a Cetuximab na
tabela acima sdo amostras de cancro do cdlon de estagio
ITII/IV. A maioria das amostras testadas gque é NR tinha
mutacdes em genes-chave gue afetam a resposta a Cetuximab,
tais como KRAS, BRAF e PIK3CA. Os ligantes de EGFR
Anfirregulina e Epirregulina estdo também implicados nesta
via. Fol mostrado que a baixa expressido destes ligantes era
a causa de NR e acredita-se que afeta a resposta a
Cetuximab. No entanto, ao contrario dos resultados
esperados, existe um subconjunto de amostras que sdo NR n
auséncia destes biomarcadores. Além do mais foi descoberto
gque alguns pacientes viz. pacientes numeros 2, 7, 13, 20,
23, 25, 26, 28, 31-42, 49, e 50 eram NR embora tenha sido
descoberto que a expressao de ambos 0S ligantes
Anfirregulina e Epirregulina era elevada. No entanto, o
resultado da anédlise de explantes “Preditor da Resposta
Clinica” <corresponde ao resultado c¢linico sem ter sido
impactado pela expressdo de Dbiomarcadores e ligantes de

EGFR.

Assim & necessdrio diferenciar entre um biomarcador
“Condutor” e “Passageiro” pois a presenca de um biomarcador
ndo é frequentemente um fator decisivo na decisdo de se um
farmaco responderia ou ndo num paciente particular.
Igualmente, os biomarcadores estdo frequentemente ligados a
um farmaco particular e um tipo de cancro particular. Em

contraste, o presente modelo “Preditor da Resposta Clinica”
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proporciona leitura funcional especifica do ©paciente

particular.

Exemplo 12: “Preditor da Resposta Clinica” E um Melhor

Preditor da Resposta Do Que Linhas de Células

A deficiéncia fundamental com os testes in vitro de linhas
de células e modelos de xenoenxertos a base de linhas de
células é gue o cancro & uma doenca heterogénea enquanto as
linhas de c¢élulas sdo homogéneas por definicdo. Pensa-se

que estes modelos sobressimplificam o problema.

0 uso pelos Preditores da Resposta Clinica de
soro/plasma/PBMCs/ligantes derivados do soro, uso de matriz
extracelular individualizada em relacdo ao tipo de tumor e
matriz extracelular ndo perturbada do tecido tumoral
autdlogo asseguram que fatores de ligacdo paracrinos
apropriados estdo em lugar para as células tumorais
permanecerem vidveis; 1isto por seu turno permite o estudo
de vias de sinalizacdo envolvidas na iniciacdo, manutencéo,
progressdo e supressdo tumorais, e ultrapassa os defeitos
associados aos sistemas de segregacdo de pacientes baseados

em linhas de células disponiveis na técnica anterior.

Este aspeto foi elaborado adicionalmente na Tabela 14 a

baixo:

Tabela 14: Resposta a Cetuximab em linhas de células, onde
Y indica resposta a Cetuximab, N indica ndo resposta a
Cetuximab e ND indica que a resposta a Cetuximab ndo esta

indicada.

No de S. Linha de células K-Ras B-Raf PIK3Ca Resposta a Cetuximab




122

No de S. Linha de células K-Ras B-Raf PIK3Ca Resposta a Cetuximab
1 CaCo02 WT WT Y g
2 HT29 WT MUT MUT “P449T” N g
3 COLO-205 WT | MUT N
4 SW480 \ MUT “C12” \ WT N %
5 SW620 MUT “C12” WT WT N %
6 HCT116 MUT “C13” WT MUT “H1047R” N g
7 LoVo MUT “C13” WT WT N g
8 151034 MUT “Cl146” WT N g
9 LIM1215 WT WT WT Y %
10 GEO MUT “C12” WT WT Y %
11 SW403 MUT “C12” WT WT Y g
12 SW837 MUT “C12” WT WT Y g
13 SW1463 MUT “C12” WT WT ND g
14 Gp5d MUT “C12” WT MUT N g
15 Co94 MUT WT ND %
16 HCA46 WT WT ND %
17 COLO-741 WT MUT WT ND g
18 LS-174T MUT “C12” WT MUT “H1047R” Y g
19 SNG-M MUT “C12” WT MUT “R88Q” ND g
20 NCI-H1975 WT WT MUT “G118D” Y g
21 SW948 MUT “C12” WT MUT Y %
22 SKCO1 MUT WT WT Y %
23 HCT8 MUT WT Y g
24 COLO-201 WT MUT ND g
25 COLO-320HSR WT WT WT ND g
26 KM12 WT WT WT Y %
27 HCA7 WT WT Y %
28 HT-55 WT MUT ND %
29 WIDr WT MUT Y g
30 COLO-201 WT MUT ND g
31 SW48 WT WT WT N g
32 SWw1417 WT MUT WT ND %
33 N87 WT WT WT N %
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No de S. Linha de células K-Ras B-Raf PIK3Ca Resposta a Cetuximab
34 HCC70 WT WT WT N
35 COLO-201 WT MUT N

Como i1lustrado na Tabela 14 acima, as linhas de células
representam um modelo muito homogéneo e como tal tém
utilidade limitada para o desenvolvimento de farmacos. Mais
do que 80% das linhas de células que s&o Tipo Selvagem (WT)
quanto a K-RAS e B-RAF e PIK3Ca elicitam respostas a
cetuximab. No entanto, c¢linicamente, somente 10-30% dos
pacientes respondem a cetuximab. Esta ndo correspondéncia é
devido a auséncia de relevancia clinica do modelo de linhas
de células. E mostrado que o modelo “Preditor da Resposta
Clinica” é uma ferramenta pré-clinica clinicamente
relevante no Exemplo 11 (Tabela 13). Usando uma abordagem
de biologia de sistemas, esta plataforma captura a
heterogeneidade inerente da doenca para servir como um
melhor preditor do resultado <c¢linico para permitir

desenvolvimento racial de farmacos.

Vantagens de “Preditor da Resposta Clinica” no que diz

respeito a outra tecnologia conhecida na técnica:

> 0s modelos de camundongos geneticamente manipulados
usados na técnica anterior s&o bons modelos mas seriam
GUteis somente quando as vias mediadas pelos farmacos séo
conhecidas. Igualmente, numa variedade de cancros, e para
uma variedade de farmacos, multiplas vias estdo
envolvidas. Esta é uma grande deficiéncia dos modelos de
camundongos geneticamente manipulados. A presente
invencdo usa tecidos sbélidos frescos derivados do
paciente. Adicionalmente, a comunicacido célula-célula néao

é perturbada pela presente invencdo pois o tecido é



124

processado para o0s ensaios. O microambiente local é

também mantido no caso de ensaios de explantes.

» Mammaprint (da Agendia) e Oncotype-Dx (da Genomic
Health) s&do testes gue sdo usados para classificar os
pacientes em elevado risco ou baixo risco com base no
perfil genético. Mammaprint usa perfil da expressido de
microarray de genes selecionados enquanto Oncotype-Dx usa
andlise por RT-PCR de genes selecionados. Nenhum destes
testes é personalizado em relacdo ao paciente nem diz que
combinacdo de farmacos especifica é mais bem adequada
para o dado paciente. Em contraste, “Preditor da Resposta
Clinica” é um teste funcional gue usa o prdéprio tumor do
paciente e o préprio microambiente tumoral do paciente
para decidir qual é a combinacdo de farmacos dtima para

esse paciente especifico.

> No que diz respeito ao teste de guimiossensibilidade,
a presente divulgacdo é capaz de ultrapassar as
deficiéncias associadas ao referido teste por meio do
seguinte: Em primeiro lugar, a presente invencéao
identificou que certos fatores paracrinos sdo essenciais
para assegurar gque a sinalizacdo funcional é mantida nos
tecidos tumorais. Em segundo lugar, a presente invencdo
descobriu adicionalmente gque existe uma diferenca na
correlacdo «c¢linica de tais fatores ©paracrinos séao
derivados de soro autdlogo do gue o soro heterdlogo. Em
terceiro lugar, adicionalmente a 1isto, ¢é importante
revestir as placas de células com matriz extracelular que
tenha sido derivada do mesmo subtipo de cancro. Em quarto
lugar é importante manter o tecido num tamanho particular
(cerca de 100 pm - 300 um) para assegurar gue a
quantidade correta de difusdo pelo tecido tenha lugar.

Tomados em conjunto, a combinacdo destes fatores resulta
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em “Preditor da Resposta Clinica” sendo um refletor

confidvel do resultado clinico.

Exemplo 13: “Preditor da Resposta Clinica” Para Prever a

Resposta Clinica

E levado a cabo estudo clinico em ©pacientes tendo
diferentes tipos de tumor para se estudar a resposta a
Fadrmacos para o cancro especificos ou suas combinacdes. Os
mesmos farmacos e suas combinacdes sdo usados na analise
“Preditor da Resposta Clinica” da presente invencdo. Os
resultados obtidos (Pontuacdo M baseada na inibic&o das
vias) estdo correlacionados c¢com a resposta c¢linica do
paciente a um fadrmaco ou combinacdo de farmacos, com base
em estudos feitos num ambiente tumoral personalizado para ©

paciente especifico.

Exemplo 13.1:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 67 anos de idade com
Cancro da Cabeca e Pescocgo, sendo o local tumoral Sino
piriforme direito. A amostra tumoral foil obtida com o
consentimento do paciente através de cirurgia. O tumor
obtido foi analisado, o estdgio tumoral foi determinado
como T3NOMO e o tipo da amostra foi categorizado como

primario.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a

farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
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em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal que a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Cisplatina 66
R.3 Cisplatina + 5-Fluorouracil 37
R4 Cisplatina + Docetaxel + b-Fluorouracil 61

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryx2 Carboplatina + Paclitaxel 23
Ry5  Cetuximab 19

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(A), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Cisplatina
2) Cisplatina + Docetaxel + 5-Fluorouracil

3) Cisplatina + 5-Fluorouracil.

Exemplo 13.2:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 55 anos de idade com

Cancro da Cabeca e Pescocgo, sendo o local tumoral Sino
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piriforme direito. A amostra tumoral foil obtida com o
consentimento do paciente através de cirurgia. O tumor
obtido foi analisado, o estdgio tumoral foi determinado
como T3/4N2cM0 e o tipo da amostra foil categorizado como

linfonodo metastatico.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Cisplatina 39
R.2 Carboplatina + Paclitaxel 74
R4 Cisplatina + Docetaxel + b-Fluorouracil 63

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
R:3 Cisplatina + 5-Fluorouracil 21
Ry5 Cetuximab 14

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(B), a analise

“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
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terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Carboplatina + Paclitaxel
2) Cisplatina + Docetaxel + 5-Fluorouracil

3) Cisplatina

Exemplo 13.3:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 40 anos de idade com
Cancro do Cdédlon, sendo o local tumoral cdlon retossigmoide.
A amostra tumoral foil obtida com o consentimento do
paciente através de cirurgia. O tumor obtido foi analisado,
0 estdgio tumoral foi determinado como Estdgio IV e o tipo

da amostra foi categorizado como metastizacéo.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M

Ryl Oxaliplatina + 5-Fluorouracil + Leucovorina 64

Rx3 Irinotecano + 5-Flucorouracil + Leucovorina 32
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Farmacos Testados Pontuagdo M

R,7 Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina 51

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Rx2 b-Fluorouracil + Leucovorina 28
Ry4 Irinotecano + 5-Fluorouracil + Leucovorina + Bevacizumab 21
R;5 Irinotecano + Cetuximab 12
Ry6 Panitumumab 19

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(C), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Oxaliplatina + 5-Fluorouracil + Leucovorina
2) Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina

3) Irinotecano + 5-Fluorouracil + Leucovorina

Exemplo 13.4:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 56 anos de idade com
Cancro do Cdélon, sendo o local tumoral massa perinea (Ca-
Reto). A amostra tumoral foi obtida com o consentimento do
paciente através de bidpsia. O tumor obtido foi analisado,
0 estagio tumoral foil determinado como T3NOMO e o tipo da

amostra foli categorizado como Recc.
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A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Oxaliplatina + 5-Fluorouracil + Leucovorina 46
Rx3 Irinotecano + 5-Flucorouracil + Leucovorina 6l
Ry4 Irinotecano + 5-Flucorouracil + Bevacizumab 39

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryx2 b5-Fluorouracil + Leucovorina 14
R;5 Irinotecano + Cetuximab 21
Ry6 Panitumumab 27
R,7 Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina 18

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(D), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Irinotecano + 5-Fluorouracil + Leucovorina

2) Oxaliplatina + 5-Fluorouracil + Leucovorina
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3) Irinotecano + 5-Fluorouracil + Leucovorina +

Bevacilizumab

Exemplo 13.5:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 49 anos de idade com
Cancro do Estdmago, sendo o local tumoral piloro do
estdmago. A amostra tumoral foili obtida com o consentimento
do paciente através de bidpsia. O tumor obtido foi
analisado, o estdgio tumoral era desconhecido e o tipo da
amostra foi categorizado como recc com linfonodos

metastaticos.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
R,1 Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina 47
R.3 Imatinib 66

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
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Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryx2 Herceptina 14
R4 Sunitinib 25

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(E), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Imatinib

2) Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina

Exemplo 13.6:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 68 anos de idade com
Cancro do Estdmago, sendo o local tumoral estdmago. A
amostra tumoral foi obtida com o consentimento do paciente
através de bidpsia. O tumor obtido foi analisado, o estéagio
tumoral era desconhecido e o tipo da amostra foi

categorizado como recc.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela

A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
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observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M

R,1 Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina 56

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryx2 Herceptina 15
R:3 Imatinib 24
R4 Sunitinib 09

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(F), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na

administracdo dos farmacos/suas combinacdes é a seguinte:

1) Epirrubicina + Cisplatina + Capecitabina

Exemplo 13.7:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 45 anos de idade com
Cancro Pancredtico, sendo o local tumoral figado. A amostra
tumoral foi obtida com o consentimento do paciente através
de bidpsia. O tumor obtido foi analisado, o estdgio tumoral
era desconhecido e o tipo da amostra foi categorizado como
metastizacdo.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do

presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
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baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Cisplatina + Gemcitabina 37
Ry3 5-Fluorouracil + Leucovorina 54

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M

Ryx2 Erlotinib 21

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(G), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

Exemplo 13.8:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 50 anos de idade com
Cancro Pancreatico, sendo o 1local tumoral péncreas. A
amostra tumoral foi obtida com o consentimento do paciente
através de cirurgia. O tumor obtido foi analisado, o
estdgio tumoral foi determinado como T2NOMO e o tipo da

amostra fol categorizado como primédrio.



135

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M

Ryl Cisplatina + Gemcitabina 72

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ry2 Erlotinib 14
R.3 5-FU + Leucovorina 23

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13 (H), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

Exemplo 13.9:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi

testada num paciente feminino com 40 anos de idade com

Cancro dos Ovarios, sendo o local tumoral ovario. A amostra



136

tumoral foi obtida com o consentimento do paciente através
de bidpsia. O tumor obtido foi analisado, o estdgio tumoral
era desconhecido e o tipo da amostra foi categorizado como
metastizacdo.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gque a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Bleomicina + Etoposideo + Cisplatina 76
Ryx2 Trabectidina + PLD Doxorrubicina 36
Ry4 Carboplatina + Gemcitabina 73

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ry3 Docetaxel 26
R.5 Doxorrubicina (PLD) + Carboplatina 19
R.6 Carboplatina + Paclitaxel 25

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(I), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte
ordem:

1) Bleomicina + Etoposideo + Cisplatina
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2) Carboplatina + Gemcitabina

3) Trabectidina + PLD Doxorrubicina

Exemplo 13.10:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 56 anos de idade com
Cancro dos Ovarios, sendo o local tumoral ovario. A amostra
tumoral foi obtida com o consentimento do paciente através
de cirurgia. O tumor obtido foi analisado, o estéagio
tumoral era desconhecido e o tipo da amostra foi

categorizado como priméArio.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Bleomicina + Etoposideo + Cisplatina 53
Ryx2 Trabectidina + PLD Doxorrubicina 64

R.6 Carboplatina + Paclitaxel 33
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Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
R.3 Docetaxel 19
R4 Carboplatina + Gemcitabina 12
R.5 Doxorrubicina (PLD) + Carboplatina 15

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(J), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Trabectidina + PLD Doxorrubicina
2) Bleomicina + Etoposideo + Cisplatina

3) Carboplatina + Gemcitabina

Exemplo 13.11:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 49 anos de idade com
Cancro da Mama, sendo o local tumoral Linfonodo regional
(RYy Mama. A amostra tumoral foi obtida com o consentimento
do paciente através de bidpsia. O tumor obtido foi
analisado, o estdgio tumoral foi determinado como T3NIMO e
0 tipo da amostra foil categorizado como metastizacdo e

recc.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos

baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
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farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos
quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryx2 Ciclofosfamida + Doxorrubicina + 5-Fluorouracil 52
Ry5 Docetaxel + Capecitabina 39
Rx10 Gemcitabina + Paclitaxel 48

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Anastrozol 20
Ry3 Capecitabina 26
Ry4 Docetaxel 26
R.6 Doxorrubicina 17
Ry7 Doxorrubicina + Ciclofosfamida 15
R.8 Enantato 08
Ry 9 Gemcitabina 21
R.11 Paclitaxel 11
R.12 Vinorrelbina 19

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(K), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Ciclofosfamida + Doxorrubicina + 5-Fluorouracil
2) Gemcitabina + Paclitaxel

3) Docetaxel + Capecitabina
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Exemplo 13.12:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 51 anos de idade com
Cancro da Mama, sendo o local tumoral mama. A amostra
tumoral foi obtida com o consentimento do paciente através
de bidpsia. O tumor obtido foi analisado, o estdgio tumoral
era indeterminado e o tipo da amostra foi categorizado como

primario.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ry3 Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Docetaxel 43
Ry6 Filgrastim + Ciclofosfamida + Doxorrubicina + 5-Fluorouracil 77
Ry7 Filgrastim + Ciclofosfamida + Epirrubicina + 5-Fluorouracil 42
Ry8 Gemcitabina + Docetaxel 62

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
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Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Cisplatina + Gemcitabina 17
Ry2 Ciclofosfamida + Paclitaxel 23
R4 Docetaxel + Ciclofosfamida 22
R.5 Docetaxel + Ciclofosfamida + Epirrubicina + 5-Fluorouracil 19

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(L), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Filgrastim + Ciclofosfamida + Doxorrubicina + 5-
Fluorouracil

2) Gemcitabina + Docetaxel

3) Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Docetaxel

4) Filgrastim + Ciclofosfamida + Epirrubicina + 5-

Fluorouracil

Exemplo 13.13:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 50 anos de idade com
Cancro do Figado, sendo o local tumoral figado. A amostra
tumoral foi obtida com o consentimento do paciente através
de cirurgia. O tumor obtido foi analisado, o estéagio
tumoral foi determinado como T3NxM1l e o tipo da amostra foi

categorizado como metastizacédo.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do

presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
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baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi

observada.

Tabela A: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M

Ryl Sorafenib 16

Com base na Pontuacdo M obtida da tabela acima e nos dados
de eficédcia ilustrados na Figura 13 (M), a andlise “Preditor
da Resposta Clinica” sugere Sorafenib n&o é uma porcéo
terapéutica o6tima para o ©presente paciente. Testes
adicionais necessitam de ser levados a cabo usando outros
agentes anticancerigenos para ver se dJqualquer uma das

outras SOCs pode ser usada neste paciente.

Exemplo 13.14:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 56 anos de idade com
Cancro do Figado, sendo o local tumoral figado. A amostra
tumoral foi obtida com o consentimento do paciente através
de cirurgia. O tumor obtido foi analisado, o estéagio
tumoral foi determinado como T4NOMO e o tipo da amostra foi

categorizado como priméArio.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos

baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
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farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. A tabela A ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta foli observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M

Ryl Sorafenib 416

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13 (N), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que Sorafenib & uma

opcdo terapéutica étima para o tratamento do paciente.

Exemplo 13.15:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 56 anos de idade com
Cancro do Colorreto, sendo o local tumoral massa perinea. A
amostra tumoral foi obtida com o consentimento do paciente
através de bidpsia. O tumor obtido foi analisado, o estéagio
tumoral foi determinado como Ts3NgMg e o tipo da amostra foi

categorizado como recorrente.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.
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Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Rx1 Oxaliplatina + 5-FU + Leucovorina 75
Ry2 Irinotecano + 5-FU + Leucovorina 72
R:3 Oxciliplatina + 5-FU 35

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
R.4 Capecitabina + Erbitux 24
Ry5 Avastina 20

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(0), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Ryl - Oxaliplatina + 5-FU + Leucovorina
2) Rx2 - Irinotecano + 5-FU + Leucovorina
3) R3 - Oxaliplatina + 5-FU

4) Ry4 - Capecitabina + Erbitux

5) Ri5 - Avastina

Exemplo 13.16:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente masculino com 59 anos de idade tendo
Cancro do Colorreto com pulmdo metastédtico (mets), sendo o©
local tumoral retossigmoide. A amostra tumoral foi obtida
com o consentimento do paciente através de bidpsia. O tumor

obtido foi analisado, o estdgio tumoral foi determinado
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como T4N;Mx e o tipo da amostra foi categorizado como

metastatico.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Rx1 Oxaliplatina + Irinotecano 73
R.3 5-FU + Leucovorina 29

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ry2 Erbitux + Capecitabina 22
Ry4 Irinotecano + Erbitux 24

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(P), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Rxl - Oxaliplatina + Irinotecano

2) Rx2 - Erbitux + Capecitabina
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3) Ryi3 - 5-FU + Leucovorina

4y Ry4 - Irinotecano + Erbitux

Exemplo 13.17:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 45 anos de idade tendo
Cancro Pancredtico com figado mets, sendo o local tumoral
pancreas. A amostra tumoral foi obtida com o consentimento
do paciente através de bidpsia. O tumor obtido foi
analisado, o estadgio tumoral foi determinado como T3N:M; e ©
tipo da amostra foil categorizado como metastatico.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ry3 Abraxano 50
R4 Erlotinib + Gemcitabina 68

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Cisplatina + Gemcitabina 23
Ryx2 Oxaliplatina + 5-FU 23

R.5 5-FU + Leucovorina 20




147

Farmacos Testados Pontuagdo M

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(Q), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Ryl - Cisplatina + Gemcitabina
2) Rx2 - Oxaliplatina + 5-FU

3) Rx3 - Abraxano

4y Ry4 - Erlotinib + Gemcitabina
5) Rxb - 5-FU + Leucovorina

Exemplo 13.18:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 49 anos de idade tendo
Cancro da Mama com mets, sendo o local tumoral Linfonodo
regional (Rt Br). A amostra tumoral foi obtida com o
consentimento do paciente através de bidpsia. O tumor
obtido foi analisado, o estdgio tumoral foi determinado
como Ts3NiM; e o tipo da amostra foi categorizado como

recorrente.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do

paciente na direcdo dos farmacos testados, tal que a tabela
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A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Ciclofosfamida + Metotrexato + 5-FU 77
Rx3 Doxorrubicina + Ciclofosfamida + 5-FU 68
Ry4 Doxorrubicina + Ciclofosfamida + Paclitaxel 70
Rx7 Doxorrubicina + Ciclofosfamida 29
Ry8 Doxorrubicina + Capecitabina 32

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryx2 Abraxano 20
Ry5 Avastina 18
R.6 Capecitabina + Lapatinib 20

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(R), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte

ordem:

1) Rl - Ciclofosfamida + Metotrexato + 5-FU

2) Rx2 - Abraxano

3) Rx3 - Doxorrubicina + Ciclofosfamida + 5-FU

4) Rx4 - Doxorrubicina + Ciclofosfamida + Paclitaxel
5) Rxb - Avastina

6) Ry6 - Capecitabina + Lapatinib

7) Ryx7 — Doxorrubicina + Ciclofosfamida

8) R«8 - Docetaxel + Capecitabina
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Exemplo 13.19:

A presente Andlise “Preditor da Resposta Clinica” foi
testada num paciente feminino com 40 anos de idade tendo
Cancro da Mama com Metastizacdo de Linfonodos Subcléavio
(SCLN mets), sendo o) local tumoral linfonodo
supraclavicular. A amostra tumoral foi obtida com o
consentimento do paciente através de bidpsia. O tumor
obtido foi analisado, o estdgio tumoral foi determinado
como TyNxM, e o tipo da amostra foi categorizado como

metastatico.

A amostra tumoral foi obtida e sujeita ao método da
presente invencdo capturado acima como “Wisdo global do
presente método”. Subsequentemente, os dados obtidos
baseados na resposta do tumor no gue diz respeito a
farmacos especificos sdo obtidos e apresentados nas tabelas
em baixo. As tabelas em baixo representam a resposta do
paciente na direcdo dos farmacos testados, tal gue a tabela
A ilustra os farmacos na direcdo dos quais a resposta foi
observada e a tabela B ilustra os farmacos na direcdo dos

quais a resposta ndo foi observada.

Tabela A: Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
Ryl Capecitabina + Lapatinib 68
R.2 Gemcitabina + Erlotinib 483

Tabela B: Ndo Respondedor

Farmacos Testados Pontuagdo M
R:3 Herceptina 15
R.4 Metotrexato + Ciclofosfamida 19

R.5 Avastina 14
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Farmacos Testados Pontuagdo M

R«6 5-FU + Carboplatina 17

Com base na Pontuacdo M obtida das tabelas acima e nos
dados de eficacia ilustrados na Figura 13(S), a analise
“Preditor da Resposta Clinica” sugere que a opcgéo
terapéutica mais btima para o) paciente esté na
administracdo dos farmacos/suas combinacdes na seguinte
ordem:

1) Rxl - Capecitabina + Lapatinib

2) Rx2 - Gemcitabina + Erlotinb

3) Rx3 - Herceptina

4) Rx4 - Metotrexato + Ciclofosfamida

5) Rxb - Avastina

6) Ry6 - 5-FU + Carboplatina

Exemplo 14: “Preditor da Resposta Clinica” para Testar a

Eficacia de Farmacos

Amostra tumoral de H&N primdria de pacientes inscritos nos
ensaios c¢linicos programados para receberem Cisplatina,
Paclitaxel e 5-FU é sujeita a andlise “Preditor da Resposta
Clinica”. A amostra tumoral ¢é recolhida por bidpsia por
puncdo. O estidgio tumoral da amostra recolhida é Estégio
clinico II/III. Avaliacdo de explantes “Preditor da
Resposta Clinica” é levada a cabo para prever o resultado
clinico como explicado no Exemplo 5. Os Ensaios conduzidos
para se chegar a pontuacdo M sdo WST, KI e TUNEL.
Independentemente, imagiologia por PET-CT é levada a cabo
antes do ou apds o tratamento para se avaliar o resultado

clinico conforme os critérios de PERCIST e o paciente é



sujeito

a

ensaios

clinicos.
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A previséo

“Preditor

da

Resposta Clinica” é comparada com o resultado clinico para

se

Clinica”

avaliar

o0 poder

(Figura 12).

preditor

do

“Preditor

da

Resposta

Cerca de 112 pacientes com tumor H&N sdo inscritos neste

estudo como ilustrado na tabela 15 capturada em baixo,

que o

determinar

“Preditor

o 1indice

da Resposta

de

mesmo com © resultado clinico.

Clinica”

sensibilidade

¢ usado

em

para se

e correlacionar o

Tabela 15
No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de < Sensibilidade o %
Inibigdo da : Inibigdo da iHistologia i TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
1 + 5FU 18 25 10 10 16 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
2 + 5FU 22 12 5 20 15 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
3 + 5FU 82 82 25 75 66 Completa
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de p Sensibilidade e
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
4 + 5FU 42 50 15 65 43 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
5 + 5FU 31 10 5 7 13 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
6 + 5FU 21 6 9 25 15 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
7 + 5FU 52 66 75 66 65 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
8 + 5FU 55 34 42 68 50 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
9 + 5FU 87 70 54 92 76 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
10 + 5FU 65 35 15 45 40 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
11 + 5FU 62 76 64 20 56 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
12 + 5FU 8 42 10 35 24 Progressiva
Cisplatina
+ Resposta
13 Docetaxel 24 15 18 65 31 Parcial
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de e : . p Sensibilidade *“N“N“ﬁ“j“WM“NQ
Inibigdo da Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
SI .
Proliferagdo {proliferacgédo Indice de
Sensibilidade
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
14 + 5FU 59 85 25 90 65 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
15 + L5FU 31 54 15 48 37 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
16 + 5FU 56 55 63 70 61 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
17 + 5FU 12 8 9 12 10 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
18 + 5FU 82 100 53 76 78 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
19 + 5FU 11 83 11 67 43 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
20 + 5FU 23 14 22 64 31 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
21 + 5FU 47 74 28 57 52 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
22 i+ 5FU 7 0 15 0 6 Progressiva
Cisplatina Resposta
23 + 73 87 15 100 69 Completa
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de e : . p Sensibilidade M“N“N“ﬁ“j“WM“N4
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
SI .
Proliferagdo {proliferacgédo Indice de
Sensibilidade
Docetaxel
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
24 + 5FU 61 35 20 55 43 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
25 + 5FU 42 82 48 72 61 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
26 + 5FU 52 78 65 100 74 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
27 + 5FU 21 58 33 25 34 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
28 + 5FU 31 0 5 10 12 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
29 + 5FU 42 72 45 24 46 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
30 + 5FU 27 77 42 52 50 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
31 + 5FU 55 65 80 56 64 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
32 + 5FU 47 31 20 47 36 Parcial
33 iCisplatina i66 72 58 100 74 Resposta
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de p Sensibilidade e
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
+ Completa
Docetaxel
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
34 + 5FU 72 32 29 41 44 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
35 + 5FU 34 25 19 35 283 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
36 i+ 5FU 42 40 15 65 41 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
37 i+ 5FU 10 2 5 10 7 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
38 + 5FU 72 21 13 32 35 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
39 + 5FU 77 57 51 62 62 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
40 i+ 5FU 18 0 7 12 9 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
41 + 5FU 31 55 24 72 46 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
42 + 5FU 29 88 32 100 62 Completa
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de p Sensibilidade e
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
43 + 5FU 44 27 20 44 34 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
44 + 5FU 51 55 12 36 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
45 + 5FU 32 42 15 65 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
16 + 5FU 37 85 46 92 65 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
47 i+ 5FU 10 15 5 0 8 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
48 + 5FU 22 65 26 44 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
49 + 5FU 56 65 32 38 60 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
50 + 5FU 43 32 24 57 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
51 + 5FU 52 41 22 54 42 Parcial
Cisplatina
+ Resposta
52 Docetaxel 483 45 32 65 483 Parcial
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de e : . p Sensibilidade M“N“N“ﬁ“j“WM“N4
Inibigdo da Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
SI .
Proliferagdo {proliferacgédo Indice de
Sensibilidade
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
53 + 5FU 32 23 14 40 27 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
54 14+ 5FU 3 0 2 0 1 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
55 + 5FU 55 63 31 90 60 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
56 + 5FU 60 55 41 32 47 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
57 + 5FU 45 22 15 45 32 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
58 i+ 5FU 5 15 4 0 6 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
59 + 5FU 64 42 10 35 38 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
60 + 5FU 31 43 25 55 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
61 + 5FU 22 35 12 0 17 Progressiva
Cisplatina Resposta
62 + 15 52 17 64 37 Parcial
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de e : . p Sensibilidade M“N“N“ﬁ“j“WM“N4
Inibigdo da Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
SI .
Proliferagdo {proliferacgédo Indice de
Sensibilidade
Docetaxel
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
63 + 5FU 85 58 17 49 52 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
64 + 5FU 54 72 42 67 59 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
65 + 5FU 7 8 6 30 13 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
66 + 5FU 42 32 16 65 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
67 + 5FU 24 42 55 56 44 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
68 + 5FU 29 0 5 12 12 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
69 + 5FU 62 62 32 46 51 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
70 + 5FU 16 0 5 25 12 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
71 + 5FU 67 54 30 45 49 Parcial
72 iCisplatina i41 76 43 100 65 Resposta
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de p Sensibilidade e
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
+ Completa
Docetaxel
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
73 + 5FU 58 32 35 85 53 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
74 + 5FU 0 50 10 20 20 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
75 + 5FU 31 45 31 47 39 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
76 + 5FU 2 34 20 21 19 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
77 + L5FU 43 45 41 65 49 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
78 + 5FU 72 65 88 89 79 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
79 i+ 5FU 25 54 45 43 42 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
80 + 5FU 14 8 12 30 16 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
81 + 5FU 23 85 21 50 45 Parcial
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de p Sensibilidade e
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
82 + 5FU 55 78 57 90 70 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
83 i+ 5FU 32 64 33 32 40 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
84 + 5FU 27 88 62 100 69 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
85 + 5FU 64 39 42 32 44 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
86 + 5FU 25 5 2 15 12 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
87 + 5FU 55 33 21 32 35 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
88 + 5FU 39 85 65 75 66 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
89 i+ DBFU 37 47 65 55 51 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
90 i+ 5FU 2 3 6 7 5 Progressiva
Cisplatina
+ Doencga
91 Docetaxel 11 13 2 15 10 Progressiva
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de e : . p Sensibilidade *“N“N“ﬁ“j“WM“NQ
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
SI .
Proliferagdo {proliferacgédo Indice de
Sensibilidade
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
92 + 5FU 34 28 25 34 30 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
93 + 5FU 77 56 32 75 60 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
94 + 5FU 47 67 42 50 52 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
95 + 5FU 21 22 4 10 14 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
96 + 5FU 72 85 45 72 69 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
97 + 5FU 33 75 66 87 65 Completa
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
98 i+ 5FU 17 0 8 5 8 Progressiva
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
99 + 5FU 41 37 62 45 46 Parcial
Cisplatina
T
Docetaxel Resposta
100 i+ BFU 72 46 31 34 58 Parcial
Cisplatina Resposta
101 i+ 50 85 70 100 76 Completa
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de e : . p Sensibilidade *“N“N“ﬁ“j“WM“NQ
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
SI .
Proliferagdo {proliferacgédo Indice de
Sensibilidade

Docetaxel

+ L5FU

Cisplatina

T

Docetaxel Doencga
102 i+ 5FU 32 3 10 5 13 Progressiva

Cisplatina

T

Docetaxel Resposta
103 i+ BFU 65 56 39 45 51 Parcial

Cisplatina

T

Docetaxel Resposta
104 i+ 5FU 58 72 65 95 73 Completa

Cisplatina

T

Docetaxel Resposta
105 i+ 5FU 35 100 69 87 73 Completa

Cisplatina

T

Docetaxel Resposta
106 i+ BFU 42 33 27 45 37 Parcial

Cisplatina

T

Docetaxel Doencga
107 i+ 5FU 0 20 5 0 6 Progressiva

Cisplatina

T

Docetaxel Resposta
108 i+ BFU 19 43 42 54 40 Parcial

Cisplatina

T

Docetaxel Resposta
109 i+ BFU 18 53 32 48 38 Parcial

Cisplatina

T

Docetaxel Doencga
110 i+ 5FU 32 15 12 0 15 Progressiva
111 iCisplatina (44 85 52 95 69 Resposta
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No. i Tratamento Preditor da Resposta clinica indice de §
de ” Sensibilidade e
Inibigdo da :{ Inibigdo da i{Histologia {TUNEL Previsdo do
St Proliferagdo {proliferacgédo indice de
Sensibilidade
3 Completa
Docetaxel
+ L5FU
Cisplatina
T
Docetaxel Doencga
112 i+ 5FU 21 0 12 0 8 Progressiva

A partir da tabela acima bem a partir da figura 12, o
seguinte pode ser derivado: O painel esquerdo da Figura 12
(pré-dose e pds-dose) exibe as imagens de CT mostrando a
localizacdo dos tumores antes da e apds a guimioterapia. O
painel esguerdo do topo mostra gque o tumor encolheu e gue a
pessoa respondeu a terapia.

O tumor desta pessoa, apds ser

avaliado usando oncoprint, recebeu uma pontuacdo M de 62
indicativa de resposta clinica completa gque estd alinhada
com o resultado clinico real.

de

O painel direito do topo

clinica 30 amostras tumorais

60,

mostra a resposta que

tiveram pontuacdo M >/= mais do que 90% dos pacientes

teve resposta completa, engquanto 10% teve resposta parcial.
No entanto, nenhuns deles foram ndo respondedores.
Similarmente, o painel esquerdo do topo é uma representacdo
de um respondedor parcial cuja pontuacdo M & determinada
como sendo 45.

<60,

Como previsto para a pontuacdo entre 25 e

0 paciente é indicativo de Resposta Parcial. Dos 53

tumores de pacientes tendo pontuacdo M nesta categoria,

mais do que 79% foram respondedores parciais com 8% tendo

resposta completa e 13% tendo nao resposta.

O painel do fundo é representativo de ndo respondedores, em
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que a CT pds-dose a esquerda mostra gue o paciente tem
doenca progressiva apds tratamento e foi atribuida ao tumor
uma pontuacdo M de 18 indicativa de ndo resposta. Dos 29
pacientes previstos como tendo ndo resposta pelo “Preditor
da Resposta Clinica”, 100% deles exibiram de facto néo
resposta indicando o poder desta tecnologia para prever

confiavelmente o resultado clinico.

APLICACOES:

Aplicagdo de desenvolvimento de farmacos:

Correspondéncia de pacientes a fdrmacos: No contexto do
desenvolvimento de farmacos é importante saber que
pacientes ¢é mais provavel gue respondam ao farmaco sob
desenvolvimento mesmo antes de o farmaco ser administrado
aos pacientes. Adicionalmente é particularmente importante
no contexto de cancro pois é necessdrio decidir gue
farmacos existentes necessitam de ser combinados com o©
farmaco sob desenvolvimento sob a estratégia de
“Combinacdo” que é usada no tratamento de cancro. E também
util na decisdo de gue tipo de cancro visar (p.ex.: cancro
do c¢bdblon vs. cancro pancreadtico). Globalmente & Util no
desenvolvimento de uma melhor estratégia de ensaio clinico
gue resulte em tempo de desenvolvimento mais rapido, menor

custo e probabilidades de sucesso aumentadas.

Aplicacdo de diagnéstico:

Selecdo de tratamento: E Util como um modelo de diagnédstico
na ajuda aos médicos em decidirem gue opcdo de tratamento,
de entre as opcgdes correntemente disponiveis, é mais bem

adequada para o paciente sob investigacéo. Isto &
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particularmente Util em pacientes com cancro secundario
(reincidente) bem como metastadtico, onde a taxa de sucesso
de tratamento corrente é < 20% e vaira de paciente para
paciente. E também 1util na decisdo do tratamento de
primeira linha onde a taxa de sucesso corrente é ~ 50%. A
aplicacdo de diagndéstico de “Preditor da Resposta Clinica”
foi wvalidade no contexto de Cancro da Cabeca & Pescoco,
Cancro da mama, Cancro gastrico, Cancro pancreadtico, Cancro
colorretal, Cancro do figado, Cancro dos ovarios, Cancro
esofdgico, AML & CML. O poder de previsdo é ~100% no caso
de nado respondedores, ~75% no caso de respondedores

parciais e ~90% no caso de respondedores.

Aplicacdo de biologia translacional:

No desenvolvimento de farmacos anticancerigenos,
identificacdo do cancro étimo para os farmacos a serem
desenvolvidos, selecdo de farmaco Standard of Care como uma
Estratégia de codesenvolvimento para os fdrmacos a serem
desenvolvidos, selecdo de perfil de paciente mais provavel
de responder aco farmaco ou combinacdo de farmacos a ser
estudado, e a identificacdo de biomarcadores de progndstico
para o farmaco ou combinacdo de farmacos a ser estudado.
Adicionalmente, a presente invencdo utiliza também a
ferramenta de segregacdo de pacientes no desenvolvimento de
ferramentas de diagndstico acompanhantes para farmacos
anticancerigenos incluindo guimioterapéuticos, farmacos

visados, e bioldgicos.



REIVINDICACOES
1. Uma composicdo de Matriz Extracelular, ECM,
compreendendo o8 componentes - c¢olagénio 1, colagénio 3,

colagénio 4, colagénio 6, Fibronectina, Vitronectina,
Caderina, Filamina A, Vimentina, Osteopontina, Laminina,

Decorina e Tenascina C.

2. A composicdo de ECM de acordo com a reivindicagdo 1,
compreendendo adicionalmente um ou mais componentes
selecionados do grupo consistindo em Proteinas da membrana

de base, Proteinas citoesqueléticas e Proteinas da matriz.

3. Um método para se obter composicdo de Matriz
Extracelular, ECM, de acordo com a reivindicacdo 1,
compreendendo o referido método combinacd&o dos componentes
da ECM - colagénio 1, colagénio 3, colagénio 4, colagénio
6, Fibronectina, Vitronectina, Caderina, Filamina A,
Vimentina, Osteopontina, Laminina, Decorina, Tenascina C

para se obter a composicdo de ECM.

4. O método de acordo com a reivindicacdo 3, em gue o0s
componentes compreendem adicionalmente um ou mais
componentes selecionados do grupo consistindo em Proteinas
da membrana de base, Proteinas citoesqueléticas e Proteinas

da matriz.

5. Uma plataforma de microambiente tumoral para cultura de
tecido tumoral, compreendendo o© referido microambiente a
composicdo de ECM como reivindicado na reivindicacdo 1 ou
2, meio de cultura opcionalmente em conjunto com SoOro,

plasma ou PBMCs e farmaco.



6. Um método para obtencdo da plataforma de microambiente
tumoral para cultura de tecido tumoral de acordo com a
reivindicacdo 5, compreendendo o referido método o ato de
revestimento da plataforma com composicdo de ECM como
reivindicado na reivindicacdo 1 ou 2 e adicdo de meio de
cultura em conjunto com soro, plasma ou PBMCs e farmaco, a
plataforma para se obter a plataforma de microambiente

tumoral.

7. Um método de cultura organotipica de tecido tumoral,
compreendendo o referido método o ato de cultura do tecido
tumoral na plataforma de microambiente tumoral como
reivindicado na reivindicacdo 5 para se obter uma cultura

organotipica.

8. Um método de previsdo da resposta de um sujeito tumoral
ao(s) farmaco(s), compreendendo o referido método os atos
de:
a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
5, para se obter tecido tumoral cultivado;
b. tratamento do tecido tumoral cultivado com of(s)
farmaco(s) e conducdo de ensaio;
c. conversdao da leitura do ensaio em métrica numérica
para se obter o indice de sensibilidade e, deste modo,
previsdo da resposta do sujeito ao(s) féarmaco(s); e
d. opcionalmente, correlacdo do indice de sensibilidade

com a resposta clinica do sujeito ao(s) farmaco(s).

9. Um método de previsdo da resposta de um sujeito tumoral
ao(s) farmaco(s), compreendendo o referido método os atos

de:



a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
5, para se obter tecido tumoral cultivado;

b. tratamento do tecido tumoral cultivado com of(s)
farmaco (s);

c. avaliacdo da resposta tumoral ao farmaco por
pluralidade de ensaios para se obter pontuacdo de
avaliacdo para cada um da pluralidade de ensaios;

d. atribuicdo de uma pontuacdo ponderada para cada um da
pluralidade de ensaios;

e. multiplicacdo da pontuacdo de avaliacdo de cada um da
pluralidade de ensaios com a pontuacdo ponderada do
ensaio correspondente da pluralidade de ensaios para se
obter a pontuacdo de ensaio independente para cada um da
pluralidade de ensaios;

f. combinacdo da pontuacdo de ensaio independente de cada
um da pluralidade de ensaios para se obter o indice de
sensibilidade e deste modo previsdo da resposta do
sujeito ao(s) farmaco(s); e

g. opcionalmente, correlacdo do indice de sensibilidade

com a resposta clinica do sujeito ao(s) farmaco(s).

10. Um método de rastreio ou desenvolvimento de agente
anticancerigeno, compreendendo o referido método os atos
de:
a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
5, para se obter tecido tumoral cultivado;
b. tratamento do tecido tumoral cultivado com o agente,
avaliacdo da resposta tumoral ao agente por ensaio para
se determinar o efeito do referido agente na célula

tumoral.



11. Um método para rastreio de células tumorais gquanto a
marcadores especificos, compreendendo o referido método os
atos de:
a. cultura do tecido tumoral do sujeito na plataforma de
microambiente tumoral como reivindicado na reivindicacéo
5, para se obter tecido tumoral cultivado;
b. tratamento do tecido tumoral cultivado com farmaco(s)
e avaliacdo da resposta tumoral ao fadrmaco por ensaio; e
c. conducdo de anadlise de microarray e Acido Nucleico

para rastrear quanto aos biomarcadores.

12. A composicdo de Matriz Extracelular, ECM, de acordo com
a reivindicacdo 1, em gue a composicdo de Matriz
Extracelular, ECM, é especifica do tumor; e em dgue O
colagénio 1 estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 100 npg/mL, preferencialmente a cerca de 5
ug/mL ou cerca de 20 ug/mL ou cerca de 50 ug/mL; o
colagénio 3 estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 100 pg/ mL, preferencialmente a cerca de
0,1 ng/mL ou cerca de 1 pg/mL ou cerca de 100 ug/mL; o
colagénio 4 estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 500 npg/mL, preferencialmente a cerca de 5
png/mL ou cerca de 20 pg/mL ou cerca de 250 ug/mL; o
colagénio 6 estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 500 pg/mL, preferencialmente a cerca de
0,1 pg/mL ou cerca de 1 upg/mL ou cerca de 10 ug/mL; a
Fibronectina estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 750 ng/mL, preferencialmente a cerca de 5
ug/mL ou cerca de 20 ug/mL ou cerca de 500 ug/mL; a
Vitronectina estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 95 ug/mL, preferencialmente a cerca de 5

ng/mL ou cerca de 10 npg/mL; a Caderina estd & concentracao



variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 500 npg/mL,
preferencialmente a cerca de 1 pg/mL e cerca de 5 ug/mL; a
Filamina A estd a concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 500 npg/mL, preferencialmente a cerca de 5
ug/mL ou cerca de 10 upg/mL; a Vimentina estd & concentracio
variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 100 npg/mL,
preferencialmente a cerca de 1 pg/mL ou cerca de 10 pg/mL;
a Laminina estd & concentracdo variando de cerca de 0,01
ug/mL a cerca de 100 npg/mL, preferencialmente a cerca de 5
ug/mL ou cerca de 10 pg/mL ou cerca de 20 pg/mL; a Decorina
estd a concentracdo variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca
de 100 ng/mL, preferencialmente a cerca de 10 npg/mL ou
cerca de 20 ng/mL; a Tenascina C estd & concentracdo
variando de cerca de 0,01 pg/mL a cerca de 500 npg/mL,
preferencialmente a cerca de 10 ug/mL ou cerca de 25 pg/mL;
e a Osteopontina estd a concentracdo variando de cerca de
0,01 pg/mL a cerca de 150 ug/mL, preferencialmente a cerca

de 1 pg/mL ou cerca de 5 pg/mL.

13. 0Os métodos de acordo com as reivindicacdes 6 a 11, em
que o referido tecido tumoral é obtido da fonte selecionada
do grupo compreendendo sistema nervoso central, medula
bssea, sangue, baco, timo, <coracdo, glédndula mamaria,
figado, pancreas, tiroide, musculo esquelético, rim,
pulméio, intestino, estbmago, esbdfago, ovario, bexiga,
testiculo, Utero, tecido estromal e tecido conectivo ou
quaisquer suas combinacdes; e em gue o tumor ou o tecido
tumoral ¢é obtido cirurgicamente ou por bidpsia ou como
xenoenxerto ou quaisquer suas combinac¢des; e o0 tumor ou o
tecido tumoral é dividido em pequenos pedacos de seccdes de

cerca de 100 pm a cerca de 3000 pm.

14. O microambiente tumoral de acordo com a reivindicacéao



5, em gue o tecido tumoral é obtido da fonte selecionada do
grupo compreendendo sistema nervoso central, medula Ossea,
sangue, baco, timo, coracdo, gléandula mamaria, figado,
pancreas, tiroide, musculo esquelético, rim, pulméo,
intestino, estdmago, esbdbfago, ovario, bexiga, testiculo,
Utero, tecido estromal e tecido conectivo ou guaisquer suas
combinacgdes; em que o tumor ou o tecido tumoral é obtido
cirurgicamente ou por bidpsia ou como xenoenxerto ou
quaisquer suas combinag¢®es; e o tumor ou o tecido tumoral é
dividido em pequenos pedacos de seccgdes de cerca de 100 um
a cerca de 3000 um; em gque a cultura do tecido tumoral é
levada a cabo & temperatura variando de cerca de 30 °C a
cerca de 40 °C, preferencialmente cerca de 37 °C; durante
duracdo de tempo de cerca de 2 a 10 dias, preferencialmente
cerca de 3 a 7 dias; e CO, a cerca de 5%; e em gque a
plataforma de revestimento é selecionada do grupo
compreendendo placa, base, frasco, prato, placa de Petri e

prato de Petri.

15. A plataforma de microambiente tumoral de acordo com a
reivindicacédo 5, em que a referida ©plataforma de
microambiente é para manutencdo das redes de sinalizacdo da
célula tumoral; e para manutencdo de um microambiente de
tecido, argquitetura celular e integridade da interacédo

tumor-estroma intactos.

16. O microambiente tumoral de acordo com a reivindicacéao
5, em gque o meio de cultura ¢é selecionado do grupo
compreendendo Meio de FEagle Modificado por Dulbecco ou
RPMI1640 [Meio do Roswell Park Memorial Institute] a
concentracdo variando de cerca de 60% a cerca de 100%,
preferencialmente cerca de 80%; em que o meio de cultura

compreende opcionalmente adicionalmente Soro Fetal de



Bovino, PBS, inativado pelo calor a concentracdo variando
de cerca de 0,1% a cerca de 40%, preferencialmente cerca de
2% p/p; Penicilina-Estreptomicina & concentracdo variando
de cerca de 1% a cerca de 2%, preferencialmente cerca de 1%
p/p; piruvato de sdédio & concentracdo variando de cerca de
10 mM a cerca de 500 mM, preferencialmente cerca de 100 mM;
o0 aminodcido ndo essencial é L-glutamina a concentracdo
variando de cerca de 1 mM a cerca de 10 mM,
preferencialmente cerca de 5 mM; e HEPES (acido (4-(2-
hidroxietil)-1l-piperazinaetanossulfdénico) a concentracédo
variando de cerca de 1 mM a cerca de 20 mM,
preferencialmente cerca de 10 mM ou qualqgquer sua
combinacdo; e o soro no meio de cultura estd a concentracédo
variando de cerca de 0,1% a cerca de 10%, preferencialmente

cerca de 2%.

17. Os métodos de acordo com as reivindicacdes 6 a 11, em
gque o tumor é selecionado do grupo compreendendo estdmago,
cblon, cabeca & pescoco, cérebro, cavidade oral, mama,
gastrico, gastrointestinal, esofagico, colorretal,
pancreatico, pulmido, figado, rim, ovarios, uterimo, osso,
prbéstada, testicular, glioblastoma, astrocitoma, melanoma,
tiroide, bexiga, c¢élulas ndo pequenas do pulmido, células
pequenas do pulmdo, cancros hematoldgicos incluindo AML,
Leucemia Mieloide Aguda, CML, Leucemia Mieloide Crénica,
ALL, Leucemia Linfocitica Aguda, TALL, Leucemia
Linfobldstica Aguda de c¢élulas T, NHL, Linfoma ndo de
Hodgkin, DBCL, Linfoma de células B Difusas, CLL, Leucemia
Linfocitica Crébnica, e mieloma multiolo ou gquaisguer suas

combinacdes.

18. 0Os métodos de acordo com as reivindicacdes 8 a 11, em

que o0 ensaio é selecionado do grupo compreendendo ensaio



para a viabilidade de células, morte de células,
proliferacdo de células, morfologia tumoral, contetdo no
estroma tumoral, metabolismo de células, senescéncia ou
quaisquer suas combinacdes; e em gue o ensalio para a
viabilidade de células e o metabolismo de células ¢é
selecionado do grupo compreendendo ensaio WST, ensaio de
captacdo de ATP e ensaio de captacdo de glucose; o ensaio
para a morte de células é selecionado do grupo
compreendendo ensaio LDH, ensaio de Caspase 3 Ativada,
ensaio de Caspase 8 Ativada e ensaio de Oxido Nitrico
Sintease, TUNEL; o ensalio para a proliferacdo de células é
selecionado do grupo compreendendo ensaio Ki67, ensaio de
razdo ATP/ADP e ensaio de captacdo de glucose; e o ensaio
para a morfologia tumoral e o estroma tumoral ¢é& H&E,
coloracdo de Hematoxilina & Eosina; ou guaisquer suas

combinacdes.

19. Os métodos de acordo com as reivindicacdes 8 e 9, em
que o método ¢é usado para decisdo de tratamento para o
sujeito do grupo compreendendo qguimioterapia, terapia
visada, cirurgia, radiacdo ou quaisgquer suas combinacdes; e
em que o0 indice de sensibilidade se correlaciona com
resposta «clinica completa, resposta c¢linica parcial e
nenhuma resposta clinica gquando o indice de sensibilidade é
maior do que 60, entre 20 e 60 e menor do gque 20,

respetivamente.

20. O método de acordo com a reivindicacdo 9, a atribuicéao
uma pontuacdo ponderada de cada um da pluralidade de

ensalos € baseada na natureza do farmaco usado.

21. O método de acordo com a reivindicacdo 11, em gue a

andlise de microarray e Acido Nucleico de DNA, RNA ou



microRNA é levada a cabo para se detetar a modulacdo da via
antes do e apds o tratamento com farmaco; e em gque a
andlise de microarray e Acido Nucleico é confirmada usando
ensaio selecionado do grupo compreendendo PCR em Tempo
real, RTPCR, Andlise imunohistoquimica, IHC, e perfil

fosfo-protedmico.
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