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APRESENTAGAO

Aproducaoacadémicaemum Mestrado Profissional estavoltada
a producao de produtos que possam responder questoes especificas
onde o pesquisador ou o profissional atuam. Em termos de pesquisas
experimentais esses produtos podem possibilitar aperfeicoamento de
técnicas de utilizagao e aprimoramento na utilizagcao dos animais de
experimentacgao.

O modelo experimental do tumor de Ehrlich é largamente
utilizado na pesquisa para avaliar os efeitos de drogas antitumorais.
Contudo, nao existe sua melhor utilizagao. A partir da necessidade
de ter uma publicacao com os procedimentos mais adequados para
utilizar um modelo experimental de tumor, surge o “Manual Basico de
Oncologia Experimental Tumor de Ehrlich". Esse manual é direcionado
principalmente aos pesquisadores que trabalham com Oncologia
Experimental, com orientagoes detalhadas sobre o manuseio correto
dos animais; os procedimentos para manutengao e inoculagao das
células tumorais; assim como as metodologias de avaliagao do
crescimento tumoral.

Um manual deste tipo permite uma utilizagao mais ética e com
maior minimizagao na utilizagao do numero de animais, pois torna
desnecessario as etapas de testes experimentais que normalmente sao
feitos para a padronizacao das técnicas.

Portanto o presenta manual trara grandes contribui¢oes
cientificas na area de Oncologia Experimental.

Belém, 09 de outubro de 2017.

Prof. Dr. Jofre Jacob da Silva Freitas
Prof. Titular de Histologia da UEPA



A QUEM SE DEDICA

O manual basico de oncologia experimental: tumor de Ehrlich,
tem a intengao de auxiliar estudantes e pesquisadores em geral sobre
os principais topicos na utilizacao do tumor de Ehrlich na Oncologia
Experimental. Por meio dessas informagdes pesquisadores que se
interessem nesse modelo poderao realizar o manuseio correto do
animal, criopreservagao e descongelamento celular adequado, além de
identificar e avaliar a progressao tumoral nos animais inoculados.
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1.1 CONCEITO

O cancer caracteriza-se por ser uma doenga multifatorial,
resultado de sequéncias de mutagoes ou alteracdes genéticas, cujas
causas variam desde erros aleatorios na replicagao do DNA a indugao
por meio de agentes mutagénicos, como a radiagcao, substancias
quimicas ou infecgdes virais. As células cancerigenas proliferam-se
rapidamente, invadindo tecidos e 6rgaos e formando tumores malignos
com alta capacidade de metastase, isto &, de disseminagao para outras
regides do corpo.

1.2 TIPOS

Os tipos de cancer sao classificados de acordo com os tecidos
afetados inicialmente pela doenga, como o carcinoma, que possui
origem em células epiteliais e 0 sarcoma, cujo inicio se da em tecidos
conjuntivos. Considerado questao prioritaria de saude publica, o cancer
€ uma das principais causas de morbimortalidade a nivel mundial,
sendo que os tipos de cancer mais incidentes, sao os de pulmao, mama,
intestino e prostata.

1.3 CI’.ASSIFICACZ\O QUANTO AO COMPORTAMENTO
BIOLOGICO

As neoplasias podem ser classificadas de acordo com seu
comportamento biolégico em benignas e malignas. Os critérios para
essa divisao incluem encapsulagao, crescimento, mitose, morfologia,
antigenicidade e metastases, sendo de maior seguranga no diagndstico
as caracteristicas morfologicas. Quando estas diferengas nao sao
facilmente definidas, diz-se que a neoplasia é limitrofe ou borderline.

( 'l'l sceccccec0sccecscesssccecsccecssccecsscecssccecsceee o




+ Manual Basico
+ Oncologia Experimental

: Tumor de Ehrlich

As neoplasias benignas frequentemente possuem uma
pseudocapsula fibrosa, resultado da compressao de tecidos vizinhos
devido ao crescimento expansivo e bem delimitado em pequena
velocidade. Os tumores benignos sao denominados bem diferenciados
por serem semelhantes ao tecido de origem, as mitoses sao raras e
atipicas e nao ha presencga de antigenicidade e metastase.

As neoplasias malignas, por sua vez, nao apresentam
pseudocapsula e possuem crescimento infiltrativo rapido, com mitoses
atipicas e frequentes. As células sao pouco diferenciadas, ou seja,
diferentes do tecido de origem e, portanto, possuem a capacidade de
produzir antigenos. Além disso, as metastases sao frequentes, o que
torna os tumores malignos capazes de promover sua disseminagao e
implantacao a distancia.

1.4 CLASSIFICAGAO QUANTO A INVASIVIDADE

Com excecgao das neoplasias do sistema sanguineo, os canceres
podem ser classificados em in situ, estagio em que as células tumorais
apenas se desenvolvem no interior do 6rgao de origem, sem ultrapassar
os limites definidos pela membrana basal, é invasivo, no qual outras
camadas celulares do 6rgao sao invadidas e ocorre disseminagao para
outros tecidos do corpo através das correntes sanguinea ou linfatica.

1.5 EPIDEMIOLOGIA

A partir do documento World Agency for Research on Cancer
(IARC), da Organizagao mundial de Saude (OMS) discute-se que nas
proximas décadas, o impacto do cancer na populagcao corresponda a
80% dos mais de 20 milhoes de novos casos estimados para 2025. Ainda
segundo o documento, a estimativa mundial realizada em 2012 apontou
que dos 14 milhoes de casos estimados, mais de 60% ocorreram em
paises em desenvolvimento. Para a mortalidade, a situagao faz-se pior
quando se consta que dos 8 milhdes de dbitos previstos, 70% ocorrerao
nestes paises.

Nesta estimativa, os tipos de cancer mais incidentes no mundo
foram pulmao (1,8 milhdo), o cancer de mama (1,7 milhao), intestino (1,4
milhao) e préstata (1,1 milhao). Nos homens os mais freqiientes foram
pulmao (16,7%), prostata (15%), intestino (10%), estdbmago (8,5%) e figado
(7,5%). Nas mulheres, as maiores freqiiéncias foram mama (25,2%),
intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do utero (7,9%) e estomago (4,8%).
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Comparando a dados da América Latina e do Caribe, os ultimos
estudos em 2012 pela IARC apontaram as ocorréncias de 1,1 milhao de
novos casos de cancer, sendo em homens o mais incidente o cancer de
Préstata (152 mil casos) e em mulheres o cancer de mama (152 mil),
seguido pelo cancer de Colo do utero, enquanto o cancer de pulmao é o
segundo mais estimado para homens, verificando assim 12,2% e 9,8%
dos casos, respectivamente.

Segundo o Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), a estimativa para o Brasil no biénio de 2016-2017, aponta a
ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer, com excegao dos
casos de cancer nao melanoma (o que corresponde a aproximadamente
180 mil casos), espera-se que ocorra em torna de 420 mil novos casos
de cancer. O perfil observado incluiu-se nos casos mencionados da
Ameérica Latina e do Caribe remetidos pela IARC, onde o cancer de
prostataemhomens e o de mama em mulheres serao os mais frequentes
e tem como perspectiva 61 mil e 58 mil casos, respectivamente.

Na regiao norte, as estimativas de 2016 por 100 mil habitantes,
segundo sexo e localizagao primaria do cancer, a regiao teria 21.460 mil
novos casos de neoplasias, enquanto 11.060 acometeram os homens
e aproximadamente 10.430 afetaram as mulheres. Dentre os tipos de
cancer mais frequente, observa-se a continuidade de incidéncia do
cancer de préstata em homens (2.470 casos) e o cancer de estdbmago
(970 casos). Enquanto nas mulheres o cancer do colo de utero (1970
casos) fora o mais estimado, seguido pelo cancer de mama (em torno
de 1810 casos). A figura 1 mostra o total de neoplasias com suas
respectivas localizagdes por incidéncia no sexo:

Figura 01: Distribui¢ao dos dez tipos de cancer mais incidentes estima-
dos para 2016 por sexo, exceto pele nao melanoma.

Localizagdo Primaria Casos % Localiza¢do Primaria Casos

Préstata 2470 286% Colo do (Rero 1970 231%

Homens Mulheres
Estdmago 870 112% Mama Feminina 1810 22%
Traqueia, Brinquio e Puimao 630 7.9% Céion e Reto 480 56%
Céion e Reto 4l 51% Estdmago 450 56%
Beiga 370 43% Traqueia, Bronquio e Puméo 410 45%
Leucemias 310 36% Gléndula Tireoide 270 32%
Cavidade Oral 2%0 34% Leucemias 250 29%
Laringe 250 25% Ovino 250 29%
Linfoma ndo Hodgidin 230 2.7% Corpo do Utero 230 27%
Sistema Nervoso Central 230 27% Sisterna Nervoso Central 190 22%

*Nameros amedondados para maliplos de 10

Fonte: INCA, 2016.

No Para, os casos se assemelham quandorelacionados a situagao
daregiao norte do pais, e nos homens os maiores casos de cancer sao de
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prostata, traqueia, brénquios, pulmao, colo e reto. Em Belém, os casos de
cancer de prostata chegam a 340 mil novos casos. Outros indices a cima
de 100 mil casos ainda se enquadram nos casos de alta incidéncia como
o cancer de pulmao (270 casos no Para e 100 casos em Belém) e cancer
de estdmago (460 casos no Para e 160 em Belém).

Enquanto as mulheres, os casos mais frequentes sao
majoritariamente o cancer de mama (830 casos no Pard e 410 em
Belém) e o cancer de colo do utero (820 casos no Para e 260 casos
em Belém), cancer de estdmago (230 casos no Para e 100 casos em
Belém). No Total, a estimativa era de novos 9.200 casos por 100 mil
habitantes no estado do Para, e em Belém 3.290.

1.6 MECANISMOS GENETICOS DO CANCER

De modo geral, o cancer e uma doenga genética, uma vez que
o fendtipo tumoral resulta de alteragdes genéticas ou epigenéticas em
uma célula, podem conferir vantagens seletivas que serao transmitidas
a células-filha. Tais alteragdes podem resultar de multiplas etapas e
podendo envolver dezenas, até centenas, de genes, por meio de mutagoes
génicas, quebras e perdas cromossomicas, amplificagdes génicas,
instabilidade genémica e mecanismos epigenéticos supracitados.

Outra alteracao frequente é o polimorfismo, que trata-se de
variagdes na sequéncia de DNA que podem criar ou destruir sitios de
reconhecimento de enzimas de restricao e parecem estar associados
a apenas uma base. A frequéncia de alelos heterozigotos para o
polimorfismo genético ocorre em mais de 2% da populagao. Algumas
dessas alteragoes ocorrerao em sequéncias nao codificadoras do
gene, que na maioria dos casos nao terao efeito em suas fungoes;
outras ocorrerao em sequéncias codificadoras, levando a producgao de
proteinas defeituosas. Deste modo, em alguns casos o polimorfismo
genético pode aumentar a suscetibilidade ao cancer.

Os proto-oncogenes sao um grupo de genes que fazem
com que as células normais se tornem cancerosas em decorréncia
de mutagées. As mutagdes proto-oncogénicas sao tipicamente de
natureza dominante, e a versao que sofreu mutagao do proto-oncogene
é chamada oncogene. Muitas vezes, os proto-oncogenes codificam
proteinas que funcionam para estimular a divisao celular, inibindo a
diferenciacao celular que impedem a morte celular.

Todos estes processos sao importantes para o desenvolvimento
humano normal e paraa manutencgao de tecidos e 6rgaos. Os oncogenes,
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no entanto, exibem tipicamente uma produgcao aumentada dessas
proteinas que levam ao aumento da divisao celular e a diminuigao da
diferenciacao celular e a inibicao da morte celular. Em conjunto, esses
fenotipos definem células cancerigenas.

Estes genes precisam ter dois alelos alterados para induzir
o cancer. Um desses supressores € conhecido como o gene p53, um
supressor tumoral classico tém a caracteristica de ser expresso quando
o DNA sofre algum tipo de dano, onde a proteina p53 se liga ao local
danificado do DNA e interrompe as células na fase G do ciclo celular,
ativando mecanismos de reparo do DNA ou mesmo de apoptose.
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2.1 UTILIZAGAO DE ANIMAIS EM PESQUISA EXPERIMENTAL

A espécie mais utilizada parao tumorde Ehrlich é o camundongo,
visto que esse tipo de tumor é espécie-especifico. 0 camundongo faz
parte da classe Mammalia, ordem Rodentia, familia Muridae, género Mus
e espécie Mus musculus. Possui diversas linhagens sendo a Swiss a
mais utilizada, uma linhagem heterogénea (outbred), comfenétipoalbino
e caracterizada por baixa consaguinidade.

A linhagem Swiss é descendente de cruzamentos aleatorios,
assim como ocorre com os seres humanos, conferindo a esses animais
variada constituigao genética com heterozigose de 99% e caracteristicas
como animais mais resistentes, menor variagao de comportamento em
relagao ao meio e boas taxas reprodutivas.

Figura 02: camundongo Mus Musculus.

Fonte: autor.
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Apesar da crescente substituicdo do uso de animais
de laboratodrio, estes ainda sao tidos como importantes para o
desenvolvimento de pesquisas, o modelo in vivo fornece a pesquisa
fendmenos fisioldgicos, fisiopatoldgicos e farmacologicos ainda nao
replicados de forma satisfatoria em laboratério por modelos in vitro,
tanto que a experimentagcao animal vem sendo bastante util para
desenvolver tratamentos de diversas patologias, inclusive o cancer.

Dessa forma, ter conhecimento da fisiologia, comportamento,
necessidades e caracteristicas da espécie envolvida, assim como o
manejo e o transporte cuidadoso e adequado, sao de suma importancia
para evitar o estresse, afim de possibilitar a promogao do bem-estar
animal e obter dados de pesquisas confiaveis e satisfatoérios.

2.2 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DE CAMUNDONGOS

Quadro 01: Parametros fisiologicos e metabdlicos de camundongos.

Parametros Valores
Periodo de vida 1,56 a 3 anos
Peso corporal do macho 20a30¢g
Peso corporal da fémea 25a40g
Necessidade de alimento 159/100g de peso-animal/dia
Necessidade de agua 15 ml/100g de peso-animal/dia
Gestacao 19-21 dias
Tamanho da ninhada 10-12 filhotes
Peso ao nascer 1-2g
Temperatura corpdrea retal 36,5a38,0°C
Frequéncia respiratoria 60-220 mpm
Frequéncia Cardiaca 325a 780 bpm

Fonte: autor.

2.3 BEM-ESTAR ANIMAL

Antes de iniciar qualquer procedimento de pesquisa em
oncologia experimental ou qualquer outra area da experimentagao
animal, deve-se assegurar o bem-estar dos animais. Os animais
apresentam necessidades fisioldgicas e comportamentais especificas
de sua espécie, sao seres sencientes, sensiveis a dor, capazes de sentir
angustias e compreender o meio em que estao inseridos.
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Eimportante que o pesquisador seja capaz de identificar o animal
que esteja apresentando comportamento de dor. Os sinais e sintomas
do comportamento doloroso compreendem inapeténcia, caquexia,
prostracao, postura curvada, isolamento, vocalizagao, piloerecao, entre
outros.

O bem-estar animal pode ser entendido como o estado em
relacao as suas tentativas de se adaptar o seu meio ambiente. Quando
esse bem-estar nao é atingido ou nao pode ser mantido podem
desencadear em distresse ou estresse com possiveis manifestacoes
comportamentais anormais como estereotipias (comportamentos
repetidos de padrao simples) e surgimento de doencas. Esse mal-estar
pode levar a variagao de resultados na pesquisa gerando dados nao
confiaveis.

Esses animais sao sociaveis e apreciam o convivio em grupo.
Apresentam, dentro de uma determinada gaiola, uma hierarquia social,
na qual cada animal tem seu papel como dominante e dominado. Nos
biotérios, deve se primar pela formagao e manutencao de uma col6nia
com 0S mesmos animais por gaiolas, visto que a insercao ou a retirada
de animais envolve esforgo adicional para restabelecer novos grupos.

0 camundongo é uma espécie que necessita da interagao social
para seu desenvolvimento, desde o primeiro contato com a mae até
o convivio desses animais em uma colonia estabelecida, para definir
comportamentos como acasalamento, maternidade, agressividade,
marcacgao de territorio entre outros.

O isolamento destes animais é caracterizado como maus-
tratos, animais nesta condi¢cao apresentam sinais de ansiedade e
agressividade, além de interferir no sistema imunologico e possiveis
surgimentos de doencgas.

O comportamento hierarquico pode ser observado quando
um camundongo se estabelece como dominante em relagao aos
demais, este apresenta um comportamento de dominancia, conhecido
como “barbearing", caracterizado quando animal dominante realiza a
tricotomia dos seus companheiros submissos em varias regioes. Esse
comportamento pode estar associado ao excesso de animais na gaiola,
aidade de desmame ou a dieta. Pode-se observar que ao retirar o animal
dominante de uma col6nia, outro assumira essa fungao.

A area de alojamento dos camundongos deve ser levada em
consideragao, atentando para as necessidades basicas desta espécie.
Ter espaco suficiente para a movimentagao corporal, livre acesso a
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agua e alimento, manter grupos para interagao social e cuidado com
a densidade populacional por gaiolas, regularidade e adequacgao do
manejo sanitario, conferindo condi¢gdes de bem-estar para a espécie.

2.4 MICROAMBIENTE

E importante avaliar o microambiente para garantir um controle
adequadodacoldnia. Aavaliagao do microambiente compreende agaiola
em que o0s animais estao alojados, envolve tipo de gaiola, tamanho da
gaiola, grade de contengao, bebedouro e qualidade da agua, qualidade
da ragao, tipo de cama e densidade populacional.

Para evitar brigas entre os camundongos é importante assegurar
a compatibilidade entre machos adultos (animais criados juntos desde o
desmame) e obedecida a densidade populacional maxima por gaiola de
5 animais. Mesmo assegurando esses cuidados, ainda podem ocorrer
brigas o que culmina em ferimentos na cauda, na regiao lombar, olhos,
membros e outras regioes.

Figura 03: Camundongos em gaiola apropriada com densidade popula-
cional de 5 animais.

Fonte: autor.

Uma das formas de diminuir o comportamento agressivo
é enriquecer o ambiente, adequar o numero de animais por gaiola, e
verificar a ocorréncia de disputa alimentar. Quando nao sao tomados
esses cuidados esses animais podem nao ser adequados para a
pesquisa oncologica, pois a indugao tumoral ira degenerar ainda mais
seu estado.

cereeeneees 1] (
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2.5 MACROAMBIENTE

O macroambiente recebe igual importancia para se garantir um
controle adequado da col6nia. As instalagdes prediais diferenciando
a area limpa de area suja e caracteristicas de construcao como teto,
piso, parede, portas, corredores, exaustores e sistemas de ventilagao,
conferem condigbes para o monitoramento adequado da temperatura,
ventilagdo, umidade relativa do ar, luminosidade e ruidos que
caracterizam o macroambiente.

Camundongos sao animais pequenos que possuem grande area
de superficie por grama de peso corpdreo, resultando em mudangas
fisiologicas em respostas a variagao de temperatura do ambiente. Por nao
possuirem glandulas sudoriparas, nao conseguem regular tao bem, como
os grandes mamiferos, a temperatura corporal, sendo intolerantes ao calor.

Variagoes de temperatura podem causar estresse, queda
de resisténcia e maior suscetibilidade a infecgées, acarretando
problemas respiratérios em animais mantidos em altas umidades e/
ou baixas temperaturas. Quando mantidos em baixas temperaturas,
os camundongos apresentam constricao dos capilares superficiais,
piloeregao, postura enrodilhada, aumento da ingestao de alimentos e
da construgao de ninhos. Esse tipo de comportamento pode trazer viés
a pesquisa quando se quer avaliar a ingestao de alimentos na sindrome
caquexia/anorexia.

O ciclo circadiano dos camundongos segue o padrao de ciclo
claro/escuro, geralmente o utilizado € o de 12 horas claro e 12 horas
escuro. Esse controle de luz faz-se necessario por que a luminosidade
intensa pode afetar a fisiologia, morfologia e 0 comportamento desses
animais, deixando-os estressados, além disso, em longo prazo, pode
causa lesdes em retinas de animais albinos que sao mais sensiveis a luz.

Aluminosidade também pode afetar o comportamento alimentar
desta espécie. Segundo alguns autores o camundongo, muito embora
tenha habitos noturnos, pode alimentar-se durante o dia, consumindo a
maior quantidade de sua alimentagao no periodo de luz.

Os camundongos apresentam como sentido mais desenvolvido
o olfato. Por meio desse sentido, esses animais, sao capazes de
reconhecer territorios demarcados por odores naturais e urinas,
identificar alimentos, membros do sexo oposto, intrusos e reconhecer
odores das pessoas que limpam sua gaiola e Ihes fornece alimento.
Odores fortes como perfumes, anestésicos volateis e presenca de
sangue fresco em aventais ou sobre a bancada podem tornar os
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animais estressados e agressivos. E importante ndo mudar a pessoa
que realiza a troca das gaiolas. A troca das gaiolas deve ser realizada
com periodicidade de no minimo 2 vezes na semana.

Os cuidados devem ser tomados para evitar o estresse gerado por
alteragcdes ou inadequagao do manejo. Um sinal de que esta ocorrendo
algo errado é o aparecimento da cromodacriorreia que € a secregao de
um pigmento de coloragao avermelhada nos olhos e no nariz, indicando
sofrimento ou estresse. Esses sintomas podem ser provocados pela
liberagao de amonia, oriunda dos excrementos dos animais, no ambiente
por falta de troca das gaiolas, falta de ventilagao ambiental ou pela
liberacao de gases irritantes produzidos por produtos de limpeza.

2.6 MANIPULAGAO DO CAMUNDONGO

O conhecimento técnico para manipulagao do camundongo é
imprescindivel nos projetos de pesquisa em oncologia, seja na troca
de gaiolas ou na administragao de substancias. Os responsaveis pela
pesquisa devem possuir seguranga no momento da manipulagao do
animal para diminuir o risco de acidentes e garantir a seguranga do
animal e pessoal.

O método mais utilizado para troca de gaiolas é segurar o
camundongo pela base da cauda e transferi-lo de forma segura e rapida
da gaiola suja para a gaiola limpa.

Figura 04: manipulacao do camundongo para a troca de gaiolas.

Fonte: autor.
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Nas administragdes de substancias é necessario realizar a
contencao do camundongo de forma correta, tentando minimizar ao
maximo o estresse gerado por este procedimento. Pararealizar a contengao
manual de camundongos, deve-se apoiar o animal em uma grade, pegar
a cauda pela base e puxar delicadamente para tras, fazendo com que o
animal avance na grade tendendo a segura-la com as patas dianteiras.

O manipulador deve apreender com o dedo indicador e o polegar
a dobra da pele do pescogo, regiao proxima as orelhas, enquanto a pele
restante é apreendida com os outros dedos. E importante prender bem
a pele solta do pescogo, para que o animal nao consiga virar e morder o
operador. A cauda deve ser presa entre o dedo anular e o do dedo minimo.

Figura 05: manipulagao do camundongo para administragao de subs-
tancias.

Fonte: autor.

Figura 06: Manipulagao do camundongo para administragao de subs-
tancias.
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Fonte: autor.

2.7 VIAS DE ADMINISTRAGAO

Diversas vias de administragao podem ser usadas sem
dificuldades, inclusive a venosa e a intratecal (intracerebral). No entanto
as principais vias de administragao de tratamento para camundongos
na oncologia experimental sao: via oral e intraperitoneal. O quadro 02
apresenta as varias vias de administracao de substancias e o volume
para camundongos.

Quadro 02: vias de administragao de substancia e volume em camun-

dongos.
Especie/via Subcutanea Intramuscular | Intraperitoneal Endovenosa
Camundongo
Volume (mL) 2-3 0,03 2-3 0,2
Agulha (mm) 13x450u 13x 4,5 ou 13x 4,5 ou 13x 4,5 ou
° 25x5 25x5 25x5 25X 5

Fonte: Ceua/Fiocruz, 2008.

A administracao de substancias por via oral, por meio de
gavagem, possibilita menos chances de perda de substancia, visto que
esses animais apresentam, limitada capacidade de vomitar devido a duas
regides do estdbmago (grande porgao aglandular ou estomago anteriore a
porgao glandular) que sao separadas por uma prega limitante.

2.8 METODOS DE EUTANASIA

Eutanasia é um termo derivado do grego (eu= bom, thanatos=
morte) e significa "boa morte"” ou morte sem sofrimento. Uma "“boa
morte" é aquela na qual o animal nao sente dor nem angustia.
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A eutanasia em experimentos cientificos com uso de animais,
torna-se necessaria ao final do experimento ou em outras ocorréncias,
tais como: bem-estar animal ameacgado, impossibilidade de utilizagao
de medicamentos para aliviar distresse ou o sofrimento, quando o
animal constitui ameaca a saude publica ou animal, ou for objeto de
ensino. Na grande maioria dos casos, a eutanasia é utilizada para a
coleta de material biolégico dos animais para posteriores analises e
quando finda o experimento.

O pesquisador tem por dever assegurar que a eutanasia dos
animais seja realizada com o maximo de respeito, evitando morte
dolorosa ou com angustia, momentos anteriores a eutanasia.

Uma boa técnica de eutanasia é aquela que resulta em rapida
perda de consciéncia, sequida por parada cardiorrespiratoria e pela
perda definitiva da fungao cerebral, além de auséncia de sinais de medo,
dor ou distresse, periodo de tempo minimo para que o animal fique
inconsciente.

0 método deve ser confiavel e passivel de reproducao e deve ser
seguro para o pessoal envolvido, causar o minimo de efeitos psicolégicos
e fisiologicos ao animal, compativel com as necessidades da pesquisa,
trazer o minimo de impacto sobre o meio ambiente, manutengao dos
equipamentos utilizados deve ser facil e periddica, deve ser realizado
longe das salas de animais e o operador deve ser experiente na correta
contengao e no manejo dos animais.

Ao se fala em bem-estar, deve se pensar também nos efeitos
emocionais causados ao operador. As principais reagdoes envolvem
o mal-estar, distresse, dor pela perda de uma vida e desconforto. As
solugdes que podem ser adotadas para minimizar esse problema sao:
treinamento dos pesquisadores e da equipe técnica quanto aos métodos
humanitarios de manejo e eutanasia e seus efeitos, rodizio de pessoal,
em alguns casos faz-se necessario acompanhamento psicoldgico, pois
o método pode levar uma pessoa a ter conflito com seus principios
morais e éticos.

A principal técnica empregada na oncologia experimental é o
deslocamento cervical. Nessa técnica a morte do animal se da por meio
de uma pressao na base do seu cranio, deslocando a coluna e separando
o cranio da medula espinhal. Quando aplicado por pessoa treinada e
capacitada é um método humanitario, caso contrario é caracterizado
como maus-tratos.
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Fonte: autor.
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TUMOR DE EHRLICH: UM
MODELO EXPERIMENTAL

CENTENARIO
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ye

CAPITULO

3.1 HISTORICO

O tumor de Ehrlich é caracterizado como um adenocarcinoma
mamario de camundongo fémea, sendo transplantado pela primeira vez
por Paul Ehlich em 1986 e descrito 1909. Os primeiros experimentos
com o tumor foram utilizando a forma sélida, somente em 1932 com
Loewenthal e Jahn, o tumor passou a ser manipulado na forma ascitica.
Apés esse periodo, a partir de 1940, estudos forneceram padronizagao
de mensuracgao e conversoes adequando-o para pesquisas qualitativas
e quantitativas.

Figura 08: Paul Ehrlich.

Fonte: Nobelprize, 2014.

Os estudos com o tumor de Ehlich foram rapidamente difundidos
pelo mundo todo, sendo utilizado como modelo experimental visando
elucidar a agao de componentes fisicos, quimicos e biolégicos sobre o
crescimento, patogénese, cinética, imunologia, bioquimica e terapéutica
dos tumores.

( 29 sceccccec0sccecscesssccecsccecssccecsscecssccecsceee o
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3.2 CARACTERISTICAS

O tumor de Ehrlich é caracterizado como um tipo espontaneo,
indiferenciado, com rapido crescimento, comportamento agressivo,
curto periodo de vida, isento de regressao espontanea e altamente
transplantavel. E um tumor espécie-especifico que pode ser
transplantado em quase todas as espécies de camundongos usados
em pesquisas cientificas.

As células do tumor ascitico de Ehrlich apresentam-se
isoladas, grandes, arredondadas, com citoplasma delicado escasso e
microvacuolizado. Ha uma inversao da relagao nucleo/citoplasma, com
nucleos volumosos. A cromatina é granular e irregularmente distribuida
com nucléolos proeminentes.

Figura 09: Morfologia das células do tumor de Ehrlich.

" '\ t"‘\-i S _"':"‘ :

X

R 57

Fonte: Saad-Hossne et al., 2003.

3.3 FORMAS DE DESENVOLVIMENTO

Originalmente o tumor de Ehrlich apresentava um crescimento
solido, entretanto, foi convertido para a forma ascitica por Loewenthal e
Jahn, em 1932. Dessa forma, o seu desenvolvimento esta relacionado a
via de inoculacao realizada, podendo ser desenvolvida na forma ascitica
quando inoculado na cavidade peritoneal, ou na forma sélida quando
inoculado no tecido subcutaneo ou muscular.

As duas formas de desenvolvimento do tumor de Ehrlich, sao
marcadas por esplenomegalia, hematopoese esplénica, neutrofilia,

cereeeneees cesrecsaccrsseasesssensosnsasenss ceeees 30 (
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trompocitopenia e por um aumento de macrofagos supressores.
Observa-se também inibicao da proliferagao celular na medula dssea
que deve sua intensidade dependendo do tempo de instalagao do tumor.
No entanto, os mecanismos que levam a essas caracteristicas ainda
sao desconhecidos.

3.4 FORMA SOLIDA

A obtencao na forma solida do tumor de Ehrlich é realizada
através da inoculagcao das células neoplasicas cultivadas na forma
asciticas subcutaneamente no dorso do camundongo ou no coxim
plantar. Apos a inoculagao ha a formagao de edema e a migragao
de células pro-inflamatdrias para o local da inoculacao. A avaliagao
nao deve ocorrer nos primeiros dias de inoculagao para que nao haja
interferéncia desses fatores. Logo apds ainoculagao é possivel observar
a migracao celular para os linfonodos regionais.

Apos o terceiro dia de inoculagao, a curva de crescimento
do tumor ja pode ser construida sem interferéncias. A inoculagao
realizada o dorso do camundongo desenvolve um volume bem
delimitado e a consisténcia do tumor é fibrosa que cede a palpagao.
Observa-se a superficie integra sem qualquer sinal de inflamagao ou
ulceragao. No coxim plantar a massa tumoral apresenta superficie lisa
e formato irregular, sem qualquer evidencias de ulceragdes. Durante o
exame fisico, nota-se que a consisténcia é firme e fibrosa. O pico de
crescimento do tumor ocorre apdés o sétimo dia de inoculagao, nota-
se o crescimento exponencial na regiao inoculada, o tumor continua
crescendo e invadindo 6rgaos e sistemas.

A analise do tumor na forma sélida é realizada através do exame
anatomopatoldgico, sendo realizado através da excisao do tumor. Apos
a retirada da massa tumoral, o material deve ser acondicionado em
solucao de formol a 10% para analise. Do ponto de vista morfoldgico,
as células do tumor apresentam caracteristicas com alto grau de
atipias (anaplasia), com nucléolos evidentes e numerosos, cromatina
condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relagao nucleo-
citoplasma maior que a de células normais. O estroma é constituido por
fibras colagenas e delicados capilares.

Nessa forma o o6bito dos animais é em torno de 20 a 30 dias,
dependendo da concentragao inoculada. Sendo assim, o tumor em sua
forma sdlida apresenta maior tempo de vida para o animal.
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Figura 10: Camundongo com tumor sélido de Ehrlich em estado inicial,
20 dias.

Fonte: autor.

Figura 11: Camundongo com tumor sélido de Ehrlich em estado avan-
¢ado, 45 dias.

s
Fonte: autor.

3.5 FORMA ASCITICA

Quando o tumor de Ehrlich € inoculado na cavidade peritoneal,
o mesmo produz ascite, sendo assim denominado Tumor Ascitico de
Ehrlich (TAE) ou Carcinoma de Erhlich ascitico (CEA). O liquido ascitico
apresenta coloracgao cinza-claro, com viscosidade. O volume do liquido
ascitico e o numero de células tumorais aumentam progressivamente
com picos de proliferacao apds 7 dias da inoculagcao. Nesse periodo
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observa-se em torno de 10 milhdes de células neoplasicas em cada
0,1 ml e um volume em torno de 10 ml. O tumor ascitico apresenta
homogeneidade de distribuigao celular possibilitando a contagem de
células e assim uma precisao quantitativa nos transplantes.

Figura 12: (a) Camundongo com tumor ascitico de Ehrlich e (b) Camun-
dongo normal.

Fonte: autor.

Figura 13: Coloragao do liquido ascitico.

Fonte: autor.

A ascite se instala, principalmente, devido ao aumento da
permeabilidade microvascular no peritonio dos animais portadores do
tumor. Esse fato pode ser decorrente por um fator vascular produzido
pelas células tumorais. Atualmente, sabe-se que esse fator nao
apresenta efeito nos vasos sistémicos.

A proliferagao tumoral ocorre em duas fases: na primeira ha
um crescimento exponencial das células, sucedida de um “plateau”,
no qual o numero de células é quase constante. Entre a transi¢cao das
fases observa-se mudangas tanto metabdlicas quanto morfoldgicas
nas células tumorais, tais como deteriorizagao estrutural, diminuigao
da sintese de RNA e DNA, bem como do numero de mitocondrias e
consequente declinio na concentragao de ATP.
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Oliquido ascitico geradiscretarespostainflamatérianacavidade
peritoneal. Apresentando coloragao avermelhada devido a hemorragia.
O obito do animal ocorre em periodo variavel, em média de 10 a 14 dias
- dependendo da concentracgao inoculada - em decorréncia do aumento
da pressao abdominal e compressao dos 6rgaos adjacentes. O tempo
de morte do animal pode variar devido a transplantes de forma repetida,
onde ha o aumento do grau de viruléncia e proliferagao celular tumoral.

Figura 14: aspecto do abdomen de camundongo inoculado com tumor
de Ehrlich. Notar a distensao abdominal. Pele abdominal dissecada.

Fonte: autor.
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Pararealizarainoculagaodas célulastumoraisemcamundongos
é primordial que essas sejam criopreservadas de forma eficiente e
descongeladas de forma apropriada.

4.1 OBJETIVOS DA CRIOPRESERVAGAO CELULAR

A criopreservagao das células tumorais de Ehrlich tem por
objetivo proteger as células das possiveis alteracdes em seu DNA e
permite que as células sejam conservadas por um periodo indeterminado
de tempo. Esse processo permite a retomada do seu desenvolvimento
celular normal apés seu armazenamento em freezer -80°C ou em
nitrogénio liquido a temperatura de -196°C (forma mais usual).

4.2 TIPOS DE CONGELAMENTO CELULAR

O processo de congelamento mais utilizado é o congelamento
lento. Caracterizado pela redugao de 1°C por minuto, por desidratagao
celular gradual que reduz a formacgao de cristais de gelo no interior da
célula. A viabilidade das células em congelamento lento é maior do
que quando imersas diretamente em nitrogénio liquido, caracterizando
o método rapido.

Para o processo de congelamento celular é necessario o uso de
criopreservadores, solventes organicos, que possuem a capacidade de
penetrar e protegeramembrana das células dos danos do congelamento.
Os criopreservadores mais utilizados sao o glicerol e o dimetilsuférido
(DMS0), ambos apresentam maior capacidade de penetragdo e
protecao das células, sendo toxicos. Agem substituindo parcialmente a
agua no interior da célula, aumentando a aderéncia do meio congelante,
consequentemente reduzindo o ponto de congelamento da mesma.

cereeeneees cesrecsaccrsseasesssensosnsasenss ceeees 36 (
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Figura 15: Formula estrutural do dimetilsuférido (DMSO).
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Fonte: PubChem, 2017.
Figura 16: Formula estrutural do glicerol.
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Fonte: PubChem, 2017.

O principal mecanismo crioprotetor do glicerol é sua capacidade
de relacionar com a agua e a sua baixa dissociagao com sais, 0 que
diminui a osmolaridade do meio congelante. Além disso, suas hidroxilas
sao capazes deligar-se aos oxigénios do grupo fosfato dos fosfolipideos
de membrana, dando estabilidade a mesma no ato do congelamento.

Existem duas solugdes de congelamento muito utilizadas para
as células tumorais de Ehrlich: a de meio completo (RPMI 1640 contendo
10% de soro bovino fetal e 10% de DMSO) ou somente em soro bovino
fetal contendo 10% de DMSO ou 10% glicerol.

4.3 PROTOCOLO BASICO DE CONGELAMENTO CELULAR

A seguir, descreveremos um método simplificado de
congelamento das células tumorais:

PROTOCOLO BASICO
DE CONGELAMENTO CELULAR

Realizar a eutanasia do camundongo e aspirar o liquido ascitico do
tumor de Ehrlich.

2 | Transferir o liquido ascitico paratubos falcon e identifica-los.

3 | Centrifugar por 1000 rpm por 5 minutos.

Verificar a quantidade de sobrenadante e descarta-lo. Realizar tudo em
banho de gelo.
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Fazer solugdo congelante (mesma quantidade do sobrenadante
retirado) com 90% de soro bovino fetal (SBF) e 10% de DMSO. E
importante ressaltar que o SBF esteja gelado, pois em temperatura
ambiente o DMSO é toxico para as células.

Ressuspender as células no tubo falcon, por meio de pipeta automatica,
6 |e adicionar a solugao de congelamento de forma lenta. Ressuspender,
novamente.

- Aliquotar 1 ml de dessa solugao (células e solugao de congelamento)
em tubos falcon e identifica-los.

3 A identificagao deve conter. Nome da célula, nimero da passagem da
célula que esta sendo congelada, data, nome ou iniciais do operador.

9 Iniciar o procedimento de congelamento deixando os eppendorfs em
temperatura de 4°C por 4 horas.

10 Retirar as células dessa temperatura e deixa-las em -20°C por 20 horas
ou pernoite.

11 Retirar as células dessa temperatura e armazena-las em -80°C ou
nitrogénio liquido até o momento do descongelamento e uso.

Caso a célula tumoral nao seja utilizada com frequéncia, o
nitrogénio liquido apresenta-se como melhor ambiente de preservacao
celular, ja que nessa temperatura, todas as reagées bioquimicas nas
células ficam paralisadas impedindo qualquer alteracgao.

4.4 DESCONGELAMENTO CELULAR

Diferentemente do processo de congelamento que deve ser
lento e gradual, o descongelamento das células tumorais deve ser um
processo rapido. Essa etapa é caracterizada pelo resgate do material
criopreservado e retomada do metabolismo celular.

As amostrasdecélulasdevem serretiradas de seucongelamento
(freezer -80°C ou nitrogénio liquido) e devem ser descongeladas em
banho-maria, a 37°C, com o cuidado de nao molhar a tampa do tubo,
evitando contaminagao da amostra com a agua do banho maria.

Apds o completo descongelamento as células podem: (a) serem
diretamente inoculadas nos animais ou (b) podem ser ressuspendidas e
centrifugadas em 1000 rpm por 5 minutos, esse processo tem o objetivo
de lavar as células, eliminando o crioprotetor utilizado.
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Apos o descongelamento, as células devem ser inoculadas
em um animal utilizado somente para a proliferagao celular, visto
que apos o descongelamento o crescimento celular é lento. Apods, o
desenvolvimento no primeiro animal, as células podem ser inoculadas
nos animais do estudo.
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A inoculagao tumoral é uma das fases iniciais quando se
trabalha com o modelo tumoral de Ehrlich. Entretanto, antes de
realiza-la é importante que o pesquisador saiba a forma correta de
descongelamento, contagem e viabilidade das células.

5.1 CONTAGEM E VIABILIDADE CELULAR PARA A INOCULAGAO
TUMORAL

Antes que sejarealizada ainoculagao tumoral, as células devem
descongeladas e testadas quanto a sua viabilidade.

Existem dois métodos muito utilizados para a avaliagao da
viabilidade celular. O primeiro utilizando o corante azul de tripan e o
segundo usando o brometo 3 - [4,5-dimetil-tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-
tetrazélio (MTT), que se configuram como método direto e indireto,
respectivamente.

Figura 17: Formula estrutural do azul de trypan.
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Fonte: PubChem, 2017.




Jofre Jacob da Silva Freitas
Pedro luri Castro da Silva
Robson José de Souza Domingues  *

Fonte: PubChem, 2017.

No método direto de avaliagao da viabilidade celular, conta-se
diretamente o numero de células viaveis. Nesse método a contagem é
realizada em camara de Neubauer.

Antes da leitura em camara de Neubauer, deve-se realizar a
coloragao das células com o Azul de Tripan. O protocolo estabelecido
no Laboratério de Morfofisiologia Aplicada a Saude utiliza 20 microlitros
de liquido ascitico com 80 microlitros de solugao salina (diluicao de 5
vezes). Dessa solugao sao retirados 20 microlitros e acrescida de 20
microlitros de solugao de azul de tripan (0,5%). Dessa nova solugao sao
retirados 20 microlitros que serao lidos na camara de Neubauer.

O corante azul de tripan nao atravessa membranas celulares
integras, assim células vivas nao permitem a passagem do corante,
ficando transparente. As células nao-viaveis ou mortas, por apresentar
danos em sua membrana, permitem o influxo do corante para seu
interior. Essas células coram-se de azul. Aceita-se para a inoculagao
uma porcentagem de 90 a 95% de células viaveis.

Figura 19: (a) CeIuIas tumorais viaveis e em (b) Células tumorais nao-viaveis.

Fonte: autor.
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A camara de Neubauer € uma lamina de vidro com divisGes
que auxiliam na contagem. Possui 9 quadrados que medem 1T mm? de
area. A contagem pode ser realizada somando as células dos quatro
quadrantes externos ou somente do quadrante central. Os quadrantes
externos sao formados por 16 quadrados menores. Ja o quadrante
central é formado por mais 16 quadrados menores que por sua vez
dividem-se em mais 16 quadrados, auxiliando assim a contagem.

Figura 20: Camara de Neubauer.

Fonte: SPLAB, 2017.

Figura 21: Quadrantes da camara de Neubauer. Em (a) temos o qua-
drante central e em (b) quadrantes externos.

Fonte: autor.

Antes de iniciar a contagem, faz-se necessario colocar uma
laminula de vidro sobre a camara. Esta servira como contengao para
a suspensao celular que ira se formar entre a camara e a laminula de
vidro, num espacgo de 0,1 mm.
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Figura 22: Vista lateral da camara de Neubauer.
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Fonte: SPLAB, 2017.

Assim, o volume de cada quadrante sera de 1T ml que equivale
ao valor de células contado multiplicado por 10* (fator de correcao
da camara). O numero contido por ml de células é dado pela férmula:
Q1+Q2+Q3+Q4x10* x fator de diluicao = n° de células/mL.

Para que nao ocorra a contagem de uma célula varias vezes,
deve-se realizar uma marcagao de cada quadrado menor em “L" (no
caso do quadrante central) ou em “L" nos quatro quadrantes externos
maiores. As células que aparecem sobre essa linha (Esquerda e inferior)
nao sao contadas. Esse método quantifica a concentracao de células
em ml. Geralmente, a concentragao utilizada para a inoculagao é a de
1x10¢cel/0,5ml.

Figura 23: Divisao em "L" dos quadrantes da camara de Neubauer.
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Ométodoindireto érealizado porredugcaodoMTT. Essasubstancia
é um sal tetrazolico e é reduzido pela desidrogenase mitocondrial de
células viaveis para formar um produto azul de formazan. Essa técnica
mede a respiragao celular que é proporcional a quantidade de formazan
produzida pelas célulasviaveis. Aleituraérealizadaem espectrofotometro.
A vantagem dessa técnica é contar somente as células viaveis o que nao
ocorre com o método direto de azul de trypan.

Figura 24: Reducao do MTT em Formazan.
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Fonte: Adaptado de PubChem, 2017.

Apés a quantificagcao da concentragao celular e da porcentagem
de células viaveis, dar-se inicio a fase de inoculagao tumoral.

5.2 VIAS DE INOCULAGAO TUMORAL

A contengao do camundongo, como descrita anteriormente, é
um procedimento muito importante para a realizagao da inoculacao
tumoral. Quando realizada de maneira apropriada, por pesquisador
treinado e com habilidade, gera o0 minimo de estresse e desconforto no
animal e previne riscos para o operador.

Com a realizagao adequada da contengao do camundongo, o
operador pode inocular o tumor pelas seguintes vias:

5.2.1 INOCULAGAO POR VIA SUBCUTANEA

Esse tipo de inoculacao é facil e raramente doloroso. Quando as
células de Ehrlich sao aplicadas por essa via, o tumor desenvolve-se em sua
forma solida. Geralmente, realizada na pele solta das areas dorsolaterais
dos flancos. Para esse procedimento, o animal é contido manualmente e,
apoiado sobre uma toalha ou superficie limpa. A agulha é inserida sob a
pele solta que é apreendida com o polegar e o indicador. Antes de injetar as
células, é importante aspirar exercendo uma pequena pressao no émbolo
da seringa para assegurar que a mesma nao esteja penetrando um vaso
sanguineo. Em seguida, injeta-se as células tumorais. Um volume de 0,1
a 0,5 ml é inoculado. O numero de células injetadas varia bastante na
literatura especializada, contudo em média se aplica 5,0 x 10 cél/mi.
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5.2.2 INOCULAGAO POR VIA INTRAMUSCULAR

Outra via que pode ser utilizada para o desenvolvimento da
forma solida do tumor de Ehrlich é a intramuscular. As células sao
injetadas no musculo da porgao posterior das patas traseiras, sendo
direcionadas para longe do fémur e nervo ciatico. Apds a contencgao
manual, a agulha é inserida no musculo. Antes de injetar as células,
deve-se aspirar brevemente a seringa, para certificar-se de que nao haja
retorno sanguineo, no caso de a agulha penetrar um vaso sanguineo.

A quantidade de liquido inoculado varia de 0,1 a 0,5 ml. O
numero de células injetadas varia bastante na literatura especializada,
contudo em média se aplica 15 x 10 cél/ml.

5.2.3 INOCULAGAO POR VIA INTRAPERITONEAL

Imediatamente, apds a contengao do camundongo, como descrito
anteriormente, o animal é posicionado com sua face ventral voltada para
cima. E realizada uma divis3o virtual do abdémen em quatro quadrantes.
Superior esquerdo e direito e, inferior esquerdo e direito. Geralmente, a
injecao é aplicada no quadrante inferior esquerdo, na cavidade peritoneal
entre os orgaos abdominais. Essa via suporta grandes volumes, e a
quantidade de células inoculado é em média de 0,5 ml (1 a 15 x 10 cél/ml).
Nessa via, o tumor desenvolve-se de forma ascitica. Esse método também
é utilizado para o cultivo (repique) das células para posteriormente serem
aplicadas de forma sélida ou ascitica.

Figura 25: Inoculacao intraperitoneal das células do tumor de Ehrlich.

Fonte: autor.
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A avaliagao do crescimento tumoral no modelo do tumor de
Ehrlich pode ser realizada por diversas metodologias de baixo custo.
Essas metodologias podem ser empregadas tanto no modelo ascitico
quanto no solido.

6.1 I-’\VALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL PARA A FORMA
ASCITICA

6.1.1 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO TUMORAL PELA VARIAGAO
DO PESO CORPORAL

A técnica consiste em registrar o peso diariamente dos animais
em balancga eletrénica de precisao. A variagao do peso corporal é dada
pela diferenca entre a medida final (apds o ultimo dia de tratamento
proposto e um dia anterior a confirmacgao do ébito do animal, em caso
de analise da sobrevida) e a medida inicial (antes de iniciar qualquer
tratamento). Sendo os resultados expressos em gramas.

O percentual de inibicao do crescimento tumoral é determinado
pela expressao:

% Inibi¢o do ABW grupo tumor - ABW grupo tratado

Crescimento Tumoral ABW grupo tumor) x 100

Onde: ABW é a variagao do peso corporal.
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Figura 26: Avaliacao da atividade antitumoral pela variacao do peso
corporal.

Fonte: autor.

6.1.2 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO TUMORAL PELA VARIAGAO
DA CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL

A técnica consiste em realizar mensuragoes diarias da
circunferéncia abdominal com uso de fita métrica. A variagao da medida
dacircunferénciaabdominal seracalculadapeladiferenga entre amedida
final e a medida inicial. Os resultados sao expressos em centimetros.

Esses dados serao utilizados para determinar o percentual de
inibicao do crescimento tumoral, conforme a férmula a baixo:

% Inibicao do ACA grupo tumor - ACA grupo tratado
Crescimento =
Tumoral ACA grupo tumor) x 100

Onde ACA = variagao da circunferéncia abdominal.
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Paraambas as técnicas a atividade antitumoral sera classificada
de acordo com percentual de inibicao do crescimento tumoral em:

Ausente Percentual de inibigao tumoral for igual a 0

Discreta Percentual de inibigao tumoral for < 25%

Moderada Percentual de inibigao tumoral for = 26 — 50%

Percentual de inibigao tumoral for = 51%

6.1.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL PELO VOLUME
DA ASCITE, VOLUME DE CELULAS COMPACTADAS E CELULAS POR ML.

Esse método consiste em submeter o camundongo a eutanasia
e retirar o liquido ascitico. Este sera colocado em proveta graduada
e sera determinado o seu volume. Em seguida, para a contagem do
nuamero total de células, uma aliquota de 20 microlitros do liquido
ascitico deve ser diluida com solugao salina (80 microlitros). A partir
disso, 20 microlitros dessa suspensao celular deve ser ressuspendida
com 20 microlitros de azul de tripan e o niumero de células determinado
em camara de Neubauer. Todo o restante do liquido ascitico dever ser
transferido para tubos graduados e centrifugado em 1000 rpm por 5
minutos. O volume de células compactadas (pellet) assim como o do
sobrenadante devem ser determinados por meio de um tubo graduado.
A figura 27 demonstra passo a passa essa técnica.

Figura 27: Avaliagao da atividade antitumoral pelo volume da ascite, vo-
lume de células compactadas e células por ml.

Fonte: autor.
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6.2 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO TUMORAL PARA A FORMA
SOLIDA

6.2.1 AVALIAGAO DO VOLUME TUMORAL

A avaliagao do crescimento tumoral para o tumor solido de
Ehrlich é diferente da sua forma ascitica. Essa técnica consiste em
determinar o tamanho do tumor por paquimetro e da-se pela seguinte
férmula:

Volume: 0,5 x D x d2 mm?3

Onde D é o diametro maior do tumor e d a menor espessu-
ra mensurada.

6.3 AVALIAGAO DA ANGIOGENESE TUMORAL

Essa técnica de avaliagao da angiogénese tumoral é realizada
para a forma ascitica do modelo tumoral de Ehrlich, sendo realizada
apos a indugcao da eutanasia no animal. Apds a eutanasia, é feita a
dissecacgao e retirada do tecido peritoneal do abdémen. Esse tecido é
posto em uma superficie de cor sdlida e fotografado, por meio de uma
camera fotografica com distancia estabelecida para todas as fotos.
A quantidade de vasos, bem como seu calibre sao calculados em
programas de computadores especializados.

Figura 28: Avaliagao da angiogénese tumoral (modelo tumoral ascitico)
por meio de fotografia dos vasos sanguineos do peritonio abdominal de
camundongos.

Fonte: autor.
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6.4 AVALIAGAO DA SOBREVIDA

A avaliacao da sobrevida compde-se como um dos itens
principais na avaliagao da atividade antitumoral para a forma de
desenvolvimento solido quanto ascitico. Os dados da sobrevida em
conjunto com os da atividade antitumoral permitem determinar a
eficacia terapéutica de tratamentos propostos.

A avaliagao da sobrevida inicia-se no primeiro dia da inoculacao
das células tumorais. Apos esse periodo, os animais recebem o
tratamento proposto por n dias, até finalizarem o mesmo. Em seqguida,
o numero de mortes é anotado diariamente até 30 dias, a contar do
primeiro dia da inoculagao. A figura abaixo demostra a avaliacao da
sobrevida.

Figura 29: Representacao da avaliagao da sobrevida de camundongos
com tumor de Ehrlich,

Avaliagcao da
sobrevida

Dia da Finalizacdo do 30 dias apos a
inoculagado tratamento inoculacdo

Fonte: autor.

A sobrevida pode ser determinada por meio de duas formulas
descritas:

1. Tempo médio de sobrevida (TMS):

TMS =X tempo de sobrevida (dias) de cada animal no grupo /
nuamero total de animais

2. Aumento do percentual do tempo médio de sobrevida (%ILS)

%ILS = ((TMS do grupo tratado — TMS do grupo controle) /
TMS do grupo controle) x 100

Aumento no %ILS = 25% sobre o grupo tumor é considerado
como resposta antitumoral eficaz.

O prolongamento do tempo de vida dos animais tem sido
considerado como um critério confiavel para arepresentagao de eficacia
de novos protoétipos antitumorais.
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