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RESUMO

Nos ultimos anos, a pesquisa do cancer proporcionou avangos importantes quanto a complexidade de
desenvolvimento do tumor, em particular, sobre os mecanismos moleculares que sdo a base da transformagao
progressiva de células normais em derivados altamente malignos. A analise molecular do desenvolvimento
tumoral em pacientes nao ¢ trivial, pois necessita da disponibilidade de bidpsias em diversos estdgios de
transformagdo. Além disso, os estudos dos processos de metastase, de angiogénese e da resposta imune contra
os tumores in vitro ndo mimetizam o que ocorre in vivo. Por esta razdo, os modelos murinos experimentais
de céncer tém desempenhado papel vital na compreensio da tumorigénese e suas relagoes com o ambiente in
vivo, em que existe a dificuldade de avaliacdo de novos métodos diagndsticos e as agdes terapéuticas de drogas
contra tumores em pacientes. Nesta revisdo, sdo discutidas as abordagens experimentais, técnicas e estratégias
utilizadas no estudo de tumores em modelos murinos com énfase na resposta imune contra o cincer e, ainda,
as limitagdes conceituais e clinicas de cada sistema na sua aplicagdo no estudo do cAncer em humanos.
Palavras-chave. cincer, imunologia, tumor experimental, modelos murinos, tumorigénese, células tumorais.

ABSTRACT

Over the past years, cancer research has gained important insights on the complexity of tumor development,
particularly on the molecular mechanisms that underlie the progressive transformation of normal cells
into malignant derivatives. The molecular analysis of tumor development in patient is not meaningless,
because of the unavailability of biopsies from different tumor transformation stages. Furthermore, studies on
metastasis, angiogenesis and the immune response to in vitro tumors processes, do not simulate what occur
in vivo. For this reason, the murine experimental cancer models have played a vital role in understanding
the tumorigenesis and its relation with the in vivo environment, because it is difficult to assess the novel
diagnostic methodologies and the anticancer therapeutic drugs in patients. In the present review, the
experimental approach, techniques and strategies used in the study on murine cancer models are considered,
emphasizing the immune response against cancer, and also the conceptual and clinical limitations of each
system and their applications in the human cancer study.
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INTRODUCAO

Cancer é um nome genérico dado a uma grande
variedade de doengas complexas caracterizadas pelo
crescimento celular descontrolado. O desenvolvimento do
cancer é dependente ndo apenas de mudangas ocorridas
dentro da propria célula transformada, como também de
interacdes entre essas células e o seu microambiente'. O
cancer deriva de alteragdes genéticas e algumas mudangas
fisiologicas na célula sdo fundamentais para que a
doenga se manifeste. Dentre essas alteracdes, Hanahan e
Weinberg? enumeram seis que sdo consideradas essenciais
na fisiologia celular e que possibilitam o crescimento
tumoral: autosuficiéncia em sinais de crescimento,
insensibilidade a sinais de inibicdo de crescimento, evasio
da apoptose, potencial replicativo ilimitado, manutengéo
daangiogénese e, finalmente, invasao tecidual e metastase.

De modo geral, os canceres podem ser classificados
em Carcinomas — neoplasias origindrias de tecidos
epiteliais (epidermoides, quando originado de epitélio;
e adenocarcinomas, quando originarios de ductos e/ou
glandulas), sarcomas (neoplasias origindrias de tecidos
conjuntivos, de preenchimento ou de sustenta¢io),
leucemias (neoplasias originarias de medula) e linfomas
(neoplasias originarias de tecidos linfoides)’.

Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
demonstraram em 2005, que de um total de 58 milhdes de
mortes no mundo, 7,6 milhdes (cerca de 13%) ocorreram
devido ao céncer e, projeta-se que o niimero de mortes
devido a canceres continuara crescendo: 9 milhdes de
mortes em 2015 e 11,4 milhdes em 2030. No Brasil, dados
do Instituto Nacional do Cancer (INCA) mostraram
uma estimativa de 460 mil novos casos de cAnceres, entre
homens e mulheres, para os anos de 2008 e 2009°.

Esta revisao resume as abordagens experimentais
utilizadas no estudo de tumores em modelos murinos,
discute técnicas e estratégias, bem como as limitagdes
conceituais e clinicas dos sistemas em sua aplicagao no
estudo do cancer humano.

MODELOS EXPERIMENTAIS DE TUMOR

Intimeros esfor¢os foram empregados nas ultimas
décadas para a compreensao do processo de tumorigénese.
A maior parte do conhecimento a respeito de carcinogénese
provém da analise in vitro de tecidos tumorais em estagios
avancados de desenvolvimento, removidos a partir
de pacientes. Essa pratica elucidou muitas questdes
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referentes a mudancas gendmicas apresentadas pelas
células tumorais, mas pouco contribuiu na obten¢ao de
informagdes sobre os fatores que influenciam os estégios
iniciais do seu desenvolvimento in vivo'.

Vérios modelos animais foram desenvolvidos
nas ultimas décadas, visando elucidar diversas questdes
referentes ao cancer in vivo. A utilizagdo de camundongos
como instrumentos de estudos biolégicos ocorre de
modo intenso, principalmente nas dreas de imunologia,
oncologia e genética. Essa pratica ocorre por diversas
razdes, dentre elas, o fato das linhagens de camundongos
serem altamente padronizadas, possuirem caracteristicas
conhecidas e monitoradas apds varias geragoes, além
do fato de compartilharem similaridades genéticas e
fisiolégicas com os humanos, permitindo que mdltiplas
caracteristicas da doenca sejam estudadas nestes modelos®.

Existem critérios fundamentais para que
um modelo tumoral murino possa ser utilizado no
esclarecimento da tumorigénese: origem e progressdo
clonal do tumor; evidéncias da progressdo tumoral;
patologia e histologia tumoral semelhantes a doen¢a em
humanos; possibilidade de estudar aspectos de invasdo
tecidual e o papel da resposta imune contra tumores;
padroes de expressdo génica e a possibilidade de estudo
de terapias antitumorais*.

Diversos estudos tém utilizado a tecnologia de
transfec¢ao de tumores com proteinas fluorescentes para
monitorar os tumores in vivo e aprimorar o conhecimento
da progressao tumoral e metastase>®. Essas técnicas
permitem observar micrometastase in vivo, processo que
nao pode ser detectado por métodos classicos’. Nessa
linha, foram publicados trabalhos que avaliaram padroes
fisiopatoldgicos de alguns tumores guiados pela expressao
da proteina EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)
in vivo, tais como os tumores de pulmao®, de cérebro’, de
mama'’ e de carcinoma de célon'.

Os modelos tumorais murinos transgénicos atuais
mimetizam precisamente a sua contraparte humana
e, possuem aplicagdes potenciais nos testes de eficicia
de novas terapias anticincer. Um dos modelos mais
promissores de camundongo transgénico deriva de animais
construidos para apresentar instabilidade gendmica. Esses
modelos desenvolvem canceres semelhantes aos humanos
e sdo utilizados no estudo e compreensdo de eventos
moleculares que ocorrem nos estagios mais primordiais
da tumorigénese in vivo'.

Outros modelos tumorais sdo desenvolvidos a
partir de implantes xenograficos dos tumores humanos
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em camundongos imunoldgicamente comprometidos'?.
Dentre os exemplos do uso desses modelos estao o estudo do
tratamento hormonal em implantes de linhagens tumorais
de mama em camundongos atimicos (nude), os quais
ndo apresentam linfocitos T maduros®; a criagdo de uma
linhagem altamente tumorigénica e metastatica de melanoma
humano para o estudo do crescimento, metastase e expressao
de moléculas em camundongo atimico'; e o estudo da
destruigdo Ossea causados pela inoculagao de mieloma em
camundongos SCID (Severe Combined Immunodeficiency),
0s quais nao apresentam linfécitos T nem B*. O uso desses
modelos murinos no estudo da eficacia clinica ¢ uma questao
importante, ja que cada modelo apresenta vantagens e
fraquezas inerentes, espelhando o processo extremamente
complexo da carcinogénese humana. As diferengas em
tamanho e fisiologia, bem como as variagdes na homologia
entre ratos e seres humanos, acarretam em limita(;(")es
de translagdo. Ha duas desvantagens principais no uso
desses modelos xenograficos: ndo permitem o estudo do
desenvolvimento tumorigénico e o cincer tratado como uma
doenga celular isolada e ndo como o resultado da interagdo
tumor-hospedeiro’s.

O entendimento bioldgico de que o cancer é uma
doenca genética e de que o comportamento irregular
da célula cancerigena se deve a alteragdes genéticas e
epigenéticas complexas, levou ao desenvolvimento de
modelos experimentais mais sofisticados, nos quais
camundongos sdo geneticamente manipulados para
expressar ou nao determinadas moléculas, tais como
a superexpressdo de oncogenes ou a inibi¢do de genes
supressores tumorais. O papel desempenhado pelos
oncogenes e/ou pelos genes supressores tumorais sao
estudados em modelos animais experimentais, os
quais transportam dele¢des e/ou mutagdes génicas, as
quais foram inicialmente identificadas em amostras
teciduais provenientes de pacientes. A riqueza dos
dados gerados, a partir desses modelos sobre as
funcoes bioldgicas dos genes e das vias de sinalizacdo
envolvidas no processo tumoral, permitiu a construgédo
do conceito atual de metastase'”. A superexpressao
de oncogenes também esta relacionada a inducao de
tumores. O trabalho de Arbeit et al’* demonstrou que
camundongos modificados e superexpressando os genes
E6 e E7 do HPV (Human Papiloma Virus) apresentaram
carcinogénese de células neuroepiteliais e tumores
cerebrais entre os 4 e 10 meses de idade.

A superexpressdo de oncogenes em camundongos
geneticamente modificados é uma técnica discutivel,

uma vez que nao mimetiza os estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral. Porém, esse fato nao exclui a
possibilidade de que os eventos moleculares e celulares
subsequentes apresentados pelos modelos possam ser
importantes para desvendar questdes relacionadas a
biologia dos tumores. A inibi¢ao de genes supressores
tumorais também esta associada ao surgimento de
tumores, sendo considerada menos artificial como
modelo experimental, uma vez que o aparecimento da
doenga em humanos ocorre justamente devido a perda
de funcao destes genes. Um exemplo da utilizacao desse
tipo de modelo experimental estd no desenvolvimento
de camundongos heterozigotos para o gene p53. Esta
molécula supressora tumoral tem sido denominada como
“guardia do genoma” devido a sua habilidade em bloquear
o ciclo celular de células que sofreram algum tipo de
dano no DNA" e/ou induzir morte por apoptose. Nestes
modelos, o desenvolvimento tumoral ocorre aos 18 meses
em camundongos heterozigotos e aos 4 meses e meio nos
camundongos deficientes em p53%.

Vale ressaltar que as modificagdes genéticas que
levam ao desenvolvimento tumoral, muitas vezes requerem
mais de uma alteragdo, e ndo somente a expressio de
oncogenes ou a perda de fun¢do de genes supressores
tumorais. A fim de esclarecer essas contribui¢oes foram
desenvolvidos modelos murinos que superexpressam ou
nocauteiam mais de um gene envolvido no aparecimento
da doenga. Um exemplo é o trabalho de Johnson et al*, o
qual desenvolveu linhagens de camundongos que carregam
o alelo do gene K-ras. Esse gene pode ser ativado por
recombinagdo espontanea em todo o animal e resulta no
aparecimento de diversos tumores, entre eles tumores
pulmonares. Ao nocautear o gene p53, em tumores que
possuem a mutagao de K-ras, os autores caracterizaram um
modelo experimental ainda mais agressivo do que o anterior.

Foram desenvolvidos, ainda, modelos murinos
experimentais que permitem a expressio de oncogenes de
maneira condicional, possibilitando a expressao e a reversao
dessa expressdo (sistemas Cre-loxP, Tet-On). Com esses
modelos, descobriu-se que a expressdo continua do gene
alterado é necessdria para a manuten¢do do tumor em
alguns casos, dando suporte a ideia de que seriam alvos
terapéuticos interessantes*2. A utilizagdo desses modelos
também permitiu descobrir que a expressdo do gene Bcr-
abl durante o desenvolvimento do camundongo tem efeito
toxico devido a atividade tirosina-quinase da proteina. Esse
efeito pode ser evitado através da expressiao condicional do
gene Bcr-abl, mas somente em células de medula dssea*".
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VIGILANCIA IMUNOLOGICA CONTRA TUMORES

Segundo Sengupta et al”*, o artigo original publicado
por Burnet e Thomas em 1957, apresentou a hipdtese de
que o sistema imune seria capaz de reconhecer e destruir
células transformadas. Essa teoria foi chamada de vigilancia
imunolégica (immunosurveillance) e acreditava-se que esse
processo era um importante mecanismo de protegdo do
hospedeiro na inibi¢ao da carginogénese e manutencdo da
homeostase celular. Também foi sugerido que a vigilancia
imunoldgica seria a etapa inicial de um processo mais amplo
chamado edigdo imunoldgica de tumores (immunoediting).

A edigdo imunoldgica de tumores é a habilidade
do sistema imune em controlar e moldar o cAncer, sendo
esse processo composto por 3 fases: fase de eliminagio,
fase de equilibrio e fase de escape. Essas fases podem
funcionar de maneira independente ou em sequéncia. A
fase de eliminagao é anterior ao aparecimento dos sintomas
clinicos. Nessa fase, as células do sistema imune inato
reconhecem a presenga do tumor em crescimento, o qual
gera danos teciduais locais, causados pela remodelagem
estromal. Essa remodelagem induz uma resposta
inflamatdria essencial para o recrutamento das células
do sistema imune inato em dire¢do ao sitio do tumoral.
Durante esse processo, os linfécitos infiltradores, tais
como as células NK (Natural Killers), sao estimulados a
produzir interferon-gama (IFN- y), o qual induz a morte
da célula tumoral>?2%?’. Corroborando este conceito,
estudos mostraram que deficiéncias em INF-y e perforina
aumentam a susceptibilidade a tumores induzidos, tanto
quimicamente quanto espontaneos®. A participagdo de
células NK também foi demonstrada em estudos utilizando
camundongos desprovidos dessa populagao celular. Os
animais deficientes sdo mais susceptiveis ao aparecimento
de tumores induzidos quimicamente em comparagao a
animais controles™.

Quimiocinas também sdo produzidas durante a
fase de eliminagéo, as quais exercem um papel importante
na progressao tumoral, prevenindo a angiogénese. Ainda
na fase de eliminacéo, células NK e macrofagos sao capazes
de ativar um ao outro através de uma via reciproca de
produgdo de IFN- y e interleucina-12 (IL-12). A morte
das células tumorais ocorre via apoptose, com produgido
de oxigénio reativo e intermediarios de nitrogénio.
Finalmente, a células T CD4+, especificas para tumor, e
células T CD8+ se dirigem para o sitio tumoral, onde os
linfécitos T citoliticos destroem o antigeno apresentado
pelas células tumorais®. Foi demonstrado que tumores
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induzidos quimica ou espontaneamente surgem mais
rapidamente e em alta frequéncia nos camundongos
deficientes em linfécitos T e B maduros, quando
comparados a animais controles. Dessa forma, os animais
que possuem linfdcitos parecem estar mais protegidos
contra o aparecimento de tumores®.

Desafiando os mecanismos descritos acima e a
destruicdo das células tumorais pelo sistema imune, algumas
células cancerigenas sdo capazes de resistir e sobreviver a
pressao exercida pela vigilancia imunologica, dando origem
avariantes com mutagdes que conferem resisténcia ao ataque
do sistema imune do hospedeiro, permitindo que o tumor
entre na fase de equilibrio®. As células tumorais resistentes
que sobreviveram a fase de elimina¢do e passaram pela
fase de equilibrio entram na fase de escape®. Nessa fase, as
células tumorais continuam a crescer dentro do hospedeiro
e a expandir de uma maneira descontrolada, sendo entdo
consideradas células tumorais editadas, os quais podem
eventualmente levar a malignidade. Para escapar dessa
pressao, alguns tumores perdem a expressao de moléculas
de MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe I e,
assim, escapam do ataque dos linfdcitos T citotdxicos, os
quais sdo restritos a apresentagdo de antigenos no contexto
do MHC. Outra alteracdo observada em tumores editados
¢ a secregao de citocinas imunosupressoras que inibem as
respostas do hospedeiro®.

Avancgos significativos sao realizados
continuadamente no campo da imunologia do cancer e da
imunoterapia. Uma melhor compreensiao dos mecanismos
de escape e daqueles envolvidos na supressao do sistema
imune podera auxiliar no desenvolvimento de protocolos
novos e mais eficientes na drea da imunoterapia clinica®.

MODELOS MURINOS EXPERIMENTAIS PARA A
INVESTIGACAO DA VIGILANCIA IMUMOLOGICA
CONTRA TUMORES

O conceito de vigilancia imunoldgica foi proposta
hd varias décadas, mas sé recentemente é que a teoria
tem sido rigorosamente examinada. Com o advento
das tecnologias de supressao (knockout), a vigilancia
imunologica pode ser evidenciada em camundongos e
humanos. Modelos tumorais murinos de surgimento
espontaneos ou quimicamente induzidos tém sido tteis
na demonstragdo de que o sistema imunoldgico vigia
constantemente o aparecimento de células aberrantes e
desempenha papel fundamental na prevengao da formacao
de tumores>?*.
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Utilizando linfoma T murino, alguns trabalhos
conseguiram elucidar as fun¢oes de determinadas células
do sistema imune na vigilancia imunoldgica contra
tumores. Como demonstrada pela teoria do missing
self, a qual sugeriu que as células NK sao capazes de
reconhecer de forma eficiente e, eliminar tumores que
nao expressam MHC de classe I na superficie celular®.
Células tumorais que apresentam esse defeito sao
frequentemente encontradas em canceres humanos e sao
capazes de escapar do reconhecimento pelos linfécitos
T citotoxicos, os quais dependem da apresentagao de
antigenos na molécula MHC de classe I. Contudo, a
expressdo de antigenos de MHC de classe I em tumores
ndo esta necessariamente associada a susceptibilidade ao
ataque pelos linfocitos T citotoxicos. Isso pode ocorrer,
por exemplo, quando nao ha peptideos derivados de
antigenos tumorais ligados ao MHC I ou quando ha a
coexpressao de moléculas imunossupressoras™.

No trabalho de Karre et al*, o estudo sobre o
mecanismo de ataque que as células NK desempenham
contra tumores foi realizado utilizando-se duas linhagens
celulares denominadas RMA e RMA-S. Em 1985, os autores
geraram estas linhagens celulares durante o desenvolvimento
de um estudo que tinha por objetivo obter estirpes tumorais
que ndo expressavam moléculas de MHC de classe I na
superficie celular, a fim de observar os mecanismos de
vigilancia imunologica no caso de tumores que escapavam
ao ataque de linfocitos T citotdxicos. Para tal, os autores
induziram mutagdes genéticas na linhagem celular RBL-5
(linfoma T induzido por virus Rauscher), sendo, entio,
selecionada através de exposi¢do, ou ndo, a anticorpos
anti-MHC I e ao sistema complemento. As células que ndo
foram expostas aos anticorpos e ao sistema complemento
receberam o nome de RMA e as células que sobreviveram
a exposi¢do e que, portanto, foram selecionadas a expressar
baixos niveis de MHC de classe I na superficie celular,
receberam o nome de RMA-S. Posteriormente, descobriu-
se que uma das mutagdes ocorridas nesta tltima linhagem
era a deficiéncia da molécula responsavel em transportar
as proteinas citoplasmaticas para o reticulo endoplasmético
— TAP 2 (Transporter Associated with Antigen Processing
2)3323 A formagdo do complexo MHC de classe I e
peptideo sao iniciados no reticulo endoplasmatico. O
peptideo degradado ¢é levado do citosol para dentro do
reticulo endoplasmatico pelas moléculas transportadoras,
TAP 1 e TAP 2*, que estabilizam a molécula de MHC de
classe I ao se ligarem a ela. Apos a formagao do complexo,
este é expresso na superficie celular para que os peptideos

citosélicos sejam apresentados aos linfocitos T CD8+*
e, com isso, promover o reconhecimento de moléculas
proprias ou ndo proprias do organismo. Com a auséncia
da molécula TAP 2, os peptideos citoplasmaticos nao sdo
transportados para o interior do reticulo endoplasmatico
e, consequentemente, nao se ligam a molécula de MHC
de classe I, a qual fica instavel e nao é expressa de maneira
adequada na superficie celular. Portanto, alinhagem RMA-S
praticamente ndo expressa esta molécula na superficie
celular e, dessa forma, as proteinas citosolicas ndo podem
ser reconhecida pelos linfécitos T citotoxicos™*>%.

Sabapathy e Nam®® descreveram outra diferenga
entre essas duas linhagens celulares, onde a molécula p53,
ao invés de se encontrar no compartimento nuclear, se
acumula no compartimento citosolico de células RMA-S.
Normalmente, quando essa molécula é ativada por sinais
de estresse, migra para o nucleo celular, onde se liga a
sequéncias responsivas no genoma e transcreve inimeros
genes, dentre eles, varios relacionados a indugao de morte
por apoptose. Por ndo apresentarem essa translocagao de
p53 do citosol para o nicleo, as células RMA-S se tornam
mais resistentes a indu¢ao de morte por apoptose por
ambas as vias: extrinseca e/ou intrinseca®.

Utilizando-se as duas linhagens tumorais descritas,
alguns mecanismos de a¢do efetora das células NK contra
tumores foram elucidados, tais como a importancia da IL-12
na imunidade inata e adquirida na supressdo de tumores®.

Humblet et al* demonstraram que camundongos
irradiados de forma letal desenvolviam linfomas de células
do timo ap6s 1 ano. Quando estes animais eram submetidos
a um enxerto com células normais de medula dssea apds
2 e 10 dias de irradiagdo, tornavam-se protegidos contra o
aparecimento de linfomas. Porém, o mesmo ndo ocorria se o
enxerto fosse realizado ap6s 15 e 30 dias de irradiagdo. Esses
dados demonstraram que as células pré-tumorais sofriam
alteragoes intrinsecas apds 15 dias, tornando-se resistentes
ao ataque das células de medula 6ssea enxertada.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de terapias efetivas contra o
cancer é um objetivo importante e presente nas ciéncias
biomédicas modernas. O estudo de modelos revela as
complexas interacdes entre as células tumorais e o seu
ambiente, onde a progressao tumoral e a metastase sdo
promovidas e moduladas.

O papel de varios genes supressores e oncogenes
foram estudados funcionalmente em modelos murinos, e
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isso tem permitido abordar novos conceitos e mecanismos
subjacentes a doenga. Embora muitos camundongos
geneticamente modificados sejam gerados, as limitagoes
dos modelos murinos incluem diferencas de componentes
moleculares entre as espécies e perfis diferentes de
expressao génica, dificultando a aplicagdo direta desses
conhecimentos no tratamento de pacientes. Porém, o
conhecimento acumulado, a partir do estudo de modelos
animais, permitiu superar obstdculos e avancar em uma
ampla gama técnico-metodologica'.

Projetos de humaniza¢do de camundongos sdo
desenvolvidos com o objetivo de mimetizar um sistema
imunoldgico humano parcial em ratos, e no futuro, esses
animais poderdo gerar populagdes de células humanas.
Em suma, os modelos murinos caracterizam métodos
poderosos para elucidar os mecanismos subjacentes a
progressdo tumoral e a metdstase, além de permitir o
desenvolvimento de drogas especificas para o tratamento
de pacientes com céncer.
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