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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 24

BIOLOGIA E APLICACOES PRE-CLINICAS DO
MODELO EXPERIMENTAL SARCOMA 180

Paulo Michel Pinheiro Ferreira
Departamento de Biofisica e Fisiologia,
Laboratério de Cancerologia Experimental,
Universidade Federal do Piaui, Teresina - Pl

E-mail para correspondéncia: pmpf@ufpi.edu.br

Renata Rosado Drumond

Programa de Pés-Graduagcao em Ciéncias
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Ana Paula Peron

Departamento de Conservagao da Natureza e da
Biodiversidade, Universidade Federal Tecnologica
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RESUMO: Os sarcomas sao agressivos
localmente e capazes de apresentarcrescimento
invasivo e destrutivo, recidiva e metastases.
O presente trabalho apresenta uma revisao
bibliografica sobre o modelo experimental

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2

Sarcoma 180, destacando sua biologia e suas
principais aplicacdes biomédicas. Para tanto,
realizou-se uma busca e analise de fontes
primarias na literatura cientifica nas bases
de dados SciELO, PubMed, Science Direct,
Scopus e Periddicos CAPES, de 1966 até 2018,
usando o descritor “sarcoma 180”. As bases com
maiores numeros de resultados foram Scopus
(5444) e PubMed (2.040). O tumor Sarcoma
180 ou tumor de Crocker, descoberto em 1914,
€ indiferenciado e pode ser transplantado
por inoculagdo subcutanea, intramuscular ou
intraperitoneal. Ele cresce rapidamente em 90%
a 100% dos animais, apresentando-se como
massa sélida formada por células polimoérficas,
hiperplasicas, poliédricas, arranjadas em
ninhos ou corddes, com citoplasma basofilo e
nacleo central e invade o musculo esquelético,
tecido adiposo, nervos e vasos sanguineos.
Suas células possuem numero variavel,
instavel e polipldide de cromossomos (20
a 480 cromossomos) e, pelo menos, trés
cromossomos resultantes de translocagoes.
Além de sua intensa aplicacdo na busca de
novas entidades quimicas com atividade
anticancer, o tumor S180 tem possibilidade de
uso em estudos de hipercalcemia, reabsorcéo
0ssea, metabolismo de lipideos e de respostas
imunoldgicas as neoplasias. Assim,
modelo S180 € utilizado, principalmente,
na investigacdo do mecanismo de acdo de

esse
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substancias com potencial antitumoral, mas poucos estudos esclarecem sobre sua
biologia e informacdes mais especificas desse modelo experimental.
PALAVRAS-CHAVE: Tumor murino. Acéo anticancer in vivo. Caracteristicas teciduais.
Aplicagdes biomédicas.

ABSTRACT: Sarcomas are locally aggressive and may presentinvasive and destructive
growth, recurrence and metastasis. This paper presents a bibliographic review about
the experimental model Sarcoma 180 (S180), highlighting its biology and its main
biomedical purposes. To this end, we carried out a search and analysis of primary
sources in scientific literature in SCiELO, PubMed, Science Direct, Scopus e Periddicos
CAPES databases, from 1966 to 2018, using the keyword “sarcoma 180”. Databases
with superior results were Scopus (5,444) and PubMed (2,040). S180 Crocker tumor
was discovered in 1914, is undifferentiated and can be transplanted by subcutaneous,
intraperitoneal or intramuscular inoculation. It grows rapidly at 90 % to 100 % of the
animals as a solid mass constituted by polymorphic, hyperplastic and polyhedral cells,
arranged in nests or cords, with basophilic cytoplasm and invades the skeletal muscle,
adipose tissue, nerves and blood vessels. Its cells have variable number, unstable and
polyploid of chromosomes (20 to 480 chromosomes) and, at least, three chromosomes
resulting from translocations. In addition to its intense utilities in the search for new
chemical entities with anticancer activity, S180 tumor can be used in studies about
hypercalcemia, bone resorption, lipid metabolism and immune responses to tumors.
So, S180 is mainly used to investigate the mechanism of action of substances with
potential antitumor, but a few studies have iluminated the biology and more specific
details about this experimental model.

KEYWORDS: Murine tumor. In vivo anticancer action. Tissue features. Biomedical
purposes.

11 INTRODUGCAO

As doencgas nao transmissiveis (DNT) representaram 71% do numero total de
mortes no mundo e o0 cancer ocupa a posicao de segunda doenga mais prevalente
deste grupo (WHO, 2018; BRAY et al., 2018). Esta doenca é caracterizada como um
conjunto de mais de 200 tipos de enfermidades complexas, de carater proliferativo,
mutacional, de crescimento celular aberrante e descontrolado, em que células animais
de varios tipos, presentes em um mesmo microambiente, geralmente, se espalham
pelos tecidos e 6rgaos adjacentes e pararegides distantes do organismo por metastase.
Essas caracteristicas geralmente s&o favorecidas por um acumulo de mutagdes
herdadas ou induzidas por radicais livres, luz ultravioleta, microrganismos, alimentacao
e xenobibticos em oncogenes, genes supressores de tumor e em genes reparadores
de DNA. Essas mutagbes, quando fixadas no codigo genético, associassem-se a
reprogramacao metabdlica da célula e/ou as alteracdes dependentes de hormoénio(s),
influenciando coletivamente as interacdes entre o tumor e o microambiente por meio

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2 Capitulo 24 271



da superexpressao e/ou ativacao excessiva de receptores, de fatores de crescimento,
de vias citoplasmaticas de transdugao de sinais ou por meio de processos inflamatorios
(sub)crénicos, 0 que cria um ambiente propicio para a iniciagdo, promogao e para
0 estabelecimento definitivo do tumor por progressdo do grau de agressividade e
metastase (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004; INCA, 2014; FERREIRA; PESSOA,
2017).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo.
Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais, como pele e mucosas, ele é denominado
carcinoma, o qual corresponde a maioria dos canceres humanos. Eles surgem a partir
de células epiteliais que, sob condi¢des normais, séo separadas por lamina basal do
tecido conjuntivo adjacente (RASANEN; VAHERI, 2010; INCA, 2014). Se o cancer se
origina em tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem é classificado como
sarcoma (INCA, 2014).

A dificuldade em torno dos tumores sarcomatosos tem sido agravada por muitos
autores que combinam sarcomas de tecidos moles com sarcomas 0sseo0s, ja que eles
séo duas entidades diferentes, mas continua, até hoje, levando a falhas e atrasos
no diagnéstico, o que, por sua vez, implica na escolha de tratamentos inadequados
(HUSSEIN; SMITH, 2005).

Os sarcomas sao neoplasias que surgem de células mesenquimais e s&o
responsaveis por cerca de 1 % a 2 % de todas as malignidades em adultos e por
cerca de 15 % dos casos em criancas, afetando cerca de 200.000 pessoas por ano
em todo o mundo (TAYLOR et al., 2012; KELLEHER; VITERBO, 2013). A maioria dos
sarcomas primarios de partes moles origina-se nas extremidades (59 %), seguidas
pelo tronco (19 %), retroperitoénio (13 %) e cabeca e pescoco (9 %), como, a partir do
musculo, gordura e nervos periféricos e de tecidos conjuntivos de sustentacdo como
0sso e cartilagem (CORNIER et al., 2003; TAYLOR et al., 2012).

Apesar de menos comuns, 0s sarcomas representam um desafio terapéutico
quando atingem grandes proporgdes, pois sao agressivos localmente e capazes de
apresentar crescimento invasivo e destrutivo, recidiva local e metastases (FLEURY;
SANCHES, 2006; TONETO; LUCCHESE; REICHEL, 2013), variando, portanto, desde
indolentes até altamente invasivos e metastaticos. Do ponto de vista molecular, eles
tém sido tradicionalmente classificados em duas grandes categorias, cada uma das
quais inclui diversos tipos de sarcomas clinicamente identificados (TAYLOR et al.,
2012). O primeiro subtipo sdo os sarcomas com caribtipo quase diploides e alteracoes
genéticas simples, incluindo translocacées ou mutacbes somaticas ativadoras
especificas, caracterizados por uma Unica aberracado genética recorrente e tendem a
ocorrer em pacientes mais jovens. O segundo subtipo inclui os sarcomas com varias
aberracbes cromossémicas, cariotipos complexos e desequilibrados. Estes tumores séo
tipificados pela instabilidade cromossémica, fato que favorece aberragcdes gendmicas
em uma unica célula tumoral, levando a heterogeneidade da populagao celular dentro
da massa tumoral de um mesmo paciente. Essa instabilidade possivelmente surge por
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causa da perda de teldmeros, que encurtam com sucessivas divisdes celulares, ou,
no caso especifico de carcinomas de colon, de hepatocarcinomas e de glioblastomas,
tem sido associada a perda ou inativagcdo do gene AP (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2004; KELLEHER; VITERBO, 2013; DOW et al., 2015; MENIEL et al., 2015).

A maioria dos sarcomas com alteracbes genéticas simples sdao os sarcomas
associados a translocacéo (aproximadamente um terco de todos os sarcomas). Estes
tumores tendem a ocorrer de novo e, em alguns casos, apenas 0 Unico ponto de
anomalia citogenética que esta presente no inicio € mantido ao longo da sua evolugéao
clonal. Em contraste com os sarcomas associados a translocacgéo, alguns sarcomas
com caribtipos complexos podem surgir de uma forma menos agressiva e passar por
inUmeras fases de progressao, acompanhados por aumento da complexidade do
genoma (TAYLOR et al., 2012).

Para entender a complexa biologia do cancer, diversas linhagens de camundongos
e de células sdo utilizadas como modelos experimentais (OLIVEIRA JUNIOR, 2008).
Além das linhagens de células, varios outros tipos de modelos tém sido utilizados
e sao susceptiveis de forma semelhante aqueles in vivo. Estes incluem estudos ex
vivo de culturas de fatias de tecido que preservam o microambiente do tumor original
(MACHADO; MELO JUNIOR, 2009; TAYLOR et al., 2012).

Uma caracteristica muito Gtil de algumas linhagens tumorais € que, além de serem
cultivadas in vitro, ha a possibilidade de estudar seu comportamento in vivo por meio
da inoculacéo destas células em modelos animais, sendo instrumentos importantes
para validar o papel etiolégico de candidatos a oncogenes e genes supressores
tumorais na iniciagao e progressao de tumores e uteis na descoberta de como estas
lesbes genéticas contribuem para a biologia dos tumores (CRUZ et al., 2009). Quanto
ao teste de novos protoétipos e candidatos farmacologicamente ativos, € essencial a
utilizacéo de modelos in vivo de sarcomas, como, por exemplo, o Sarcoma 180 (S-180)
(TAYLOR et al., 2012), pois, nem sempre, os efeitos observados in vitro podem ser
extrapolados para modelos in vivo, sendo necessario estudar os efeitos de compostos
em sistemas bioldégicos completos e mais complexos (RIOS, 2013).

O presente trabalho apresenta uma revisao bibliografica sobre o modelo
experimental Sarcoma 180, destacando sua biologia e as suas principais aplicacoes
biomédicas, com o intuito de proporcionar uma fonte de informacdo para os
pesquisadores interessados em utiliza-lo como modelo laboratorial.

2| METODOLOGIA

Para uma revisdo confiavel, apenas recursos primarios foram utilizados. Foi
realizada uma busca e analise de documentos (artigos, comunicacdes curtas, teses e
dissertacdes) encontrados na literatura cientifica e publicados em portugués, inglés ou
espanhol nas bases de dados SciELO, PubMed, Science Direct, Scopus e Periédicos
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CAPES, de 1966 até 2018, e indexados pelo descritor “Sarcoma 180”. Foram excluidos,
por ndo se enquadrarem nos critérios do estudo proposto, os documentos que nao
continham os descritores no titulo ou no resumo e as publica¢des repetidas. Também
nao foram utilizados textos incompletos e artigos que ndo estavam disponiveis na
integra e publicacbes que abordavam focos nao relevantes, fugindo da tematica
abordada.

31 RESULTADOS

Neste trabalho, o levantamento de dados quanto ao descritor utilizado (sarcoma
180) revelou um total de 8.185 documentos (Tabela 1).

Bases de Dados
CAPES Science Direct PubMed SciELO Scopus Total

Sarcoma 180 1.248 524 2.040 29 5.444 9.589

Descritor

Tabela 1. Numero de artigos disponiveis nas bases de dados.

As bases com maiores numeros de resultados foram Scopus (5.444) e PubMed
(2.040), além do Periddicos CAPES (1.248), Science Direct (524) e SciELO (29).
Apés eliminadas as referéncias duplas e aplicados os critérios de incluséao e excluséo,
foram selecionados 46 artigos para esta reviséo.

3.1 Biologia do Tumor Sarcoma 180

Acancerologiaexperimental & de grande valiapara se estudar os diversos aspectos
relacionados aos processos neoplasicos em humanos. O modelo animal para o estudo
de tumores ganhou um novo impulso na ultima década apds a constatacdo de que os
animais desenvolvem o cancer por motivos semelhantes aos humanos (KAMB, 2005;
MACHADO; MELO JUNIOR, 2009). Animais de laboratério representam um poderoso
sistema experimental para a compreensdo da intricada patogénese do cancer em
seres humanos, uma vez que a maioria dos conceitos de tumorigénese atualmente
aceitos foi fortemente influenciada por modelos de desenvolvimento de cancer em
camundongos. Esses organismos sao modelos acessiveis, proliferos, com periodo
de gestacao curto, de facil domesticacédo e manutencao e possuem sistemas, 6rgaos
e genes semelhantes aos nossos. Logo, o camundongo de laboratério se tornou o
modelo experimental de mamifero mais usado e mais acessivel, compartilhando genes,
sistemas orgéanicos e sistemas fisiol6gicos com os seres humanos (ANDRADE; PINTO;
OLIVEIRA, 2002; RANGARAJAN et al., 2003; KAMB, 2005; CHORILLI; MICHELIN;
SALGADO, 2007; GUIMARAES et al., 2015).

O S180 foi um dos primeiros tumores experimentais de camundongos a
ser transplantado em animais. Inicialmente, este tumor, descoberto em 1914, foi
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identificado como uma massa solida espontdnea de linhagem epitelial na axila
direita de um camundongo albino e denominado de Tumor de Crocker, por ter sido
descoberto pelo Dr. William H. Woglom no Crocker Laboratory (Columbia University,
New York). Inicialmente, o S180 foi classificado como carcinoma mamario (origem
epitelial). Em estudos morfoldégicos, com microscopia Otica e eletrbnica, mostrou
contatos intercelulares caracteristicos de células de origem epitelial, sugerindo que
se tratava de um carcinoma, e ndo possuia qualquer particula viral (SUGIURA,
1965; ZUCKERBERG, 1973; OLIVEIRA JUNIOR, 2008; MACHADO; MELO JUNIOR,
2009). ApoGs varias passagens subcutaneas, verificou-se que as células de S180
nao expressam laminina e, desta forma, nao podem ter origem epitelial, e que suas
caracteristicas morfolégicas e seu comportamento eram caracteristicos de um sarcoma,
sendo realmente classificado como sarcoma, pois provavelmente se originou de um
tecido conjuntivo e passou, entéo, a ser chamado de Sarcoma 180. Ap6s assumir a
forma sarcomatosa, por volta de 1919, manteve-se como um tumor indiferenciado,
sem alteracBes até os dias de hoje (OLIVEIRA JUNIOR, 2008; MACHADO; MELO
JUNIOR, 2009; OLIVEIRA, 2012; RIOS, 2013).

Embora o tumor tenha sido repassado para diversos laboratérios ao redor do
mundo, a linhagem de células S180 pode ser obtida pela ATCC (American Type Culture
Collection), onde recebe o codigo TIB-66. Este banco de células possui diversos tipos
celulares de diferentes animais, fornecendo também as informacgdes citogenéticas
de muitos deles (OLIVEIRA JUNIOR, 2008). No entanto, ndo sédo disponibilizadas as
informacdes cariotipicas referentes ao S180.

As células tumorais podem ser mantidas por meio de cultura celular (suspenséo
in vitro) ou por meio de inoculagdo em camundongos (repique in vivo). Nos animais,
este tumor cresce rapidamente em 90% a 100% dos animais e pode ser implantado de
duas maneiras: a) células inoculadas na cavidade intraperitoneal, que se desenvolvem
formando um tumor ascitico (em suspensao, Figura 1); b) células neopléasicas
inoculadas via subcutanea ou no musculo (Figuras 2 e 3), formando tumores sélidos
(OLIVEIRA JUNIOR, 2008; BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2015).
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Figura 1. Aspecto externo de camundongos portadores de Sarcoma 180 na regiéo
intraperitoneal no oitavo dia ap06s a inoculacéo de células neoplasicas. Arquivo pessoal.

Figura 2. Aspecto externo de camundongos portadores de Sarcoma 180 na regiéo axilar no
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oitavo dia ap6s a inoculagao de 4 x 10° células/mL. Camundongos sacrificados com tiopental
(100 mg/kg). Arquivo pessoal.

Figura 3. Aspecto macroscépico de tumores Sarcoma 180 dissecados apds inoculacdo na axila
de camundongos albinos Swiss e tratamento de 7 dias consecutivos. A representa tumores
do grupo controle negativo (Dimetilsulféxido 5%); B representa tumores do grupo controle
positivo (5-Fluorouracil, 25 mg/Kg/dia); C s&o tumores removidos de animais tratados com uma
substancia antitumoral de origem natural (Ferreira et al., 2016).

Histologicamente, apresenta-se como massa sélida, formada por células redondas
ou poliédricas arranjadas em ninhos ou corddes, citoplasma baséfilo e nacleo central.
O pleomorfismo celular e nuclear em diferentes graus € uma marca comum e ha outras
caracteristicas de malignidade, como anisocariose, binucleagdo, mitoses frequentes,
grandes areas de invasdo muscular e pontos de coagulacéo e necrose (Figura 4).
Ha estroma conjuntivo vascularizado, circundando e permeando o tumor, embora,
frequentemente, ocorra necrose central. Apds sucessivos implantes subcuténeos, o
padrao histologico torna-se misto apresentando aspecto de carcinoma e de sarcoma.
Além de invadir o musculo esquelético, o tumor invande tecido adiposo, nervos e
vasos sanguineos (ZUCKERBERG, 1973; OLIVEIRA JUNIOR, 2008; MAGALHAES et
al., 2010; MILITAO et al., 2012; FERREIRA et al., 2016).

Figura 4. Aspectos microscopicos de tumores Sarcoma 180 histologicamente processados com
xilol e parafina e corados por hematoxilina e eosina. Aumento de 400x (Ferreira et al., 2016).
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Apesar da maioria dos tumores solidos de S180 desenvolver necrose a partir
da 3% semana de implante (PEREIRA; CHAVES, 1983), apenas uma semana de
crescimento tumoral € o bastante para o surgimento de necroses até mesmo nos
grupos experimentais tratados apenas com salina fisioldégica. Esse achado pode
ser explicado pelo fato de que a forma soélida do S180 caracteriza-se por um rapido
crescimento, atingindo uma média de 18 x 14 x 10 mm por volta de sete dias de
transplante (SCHABEL et al., 1977), sendo, portanto, a capacidade de oxigenacéao dos
vasos sanguineos locais e daqueles em formacao (angiogénese) ultrapassada pelo
aumento da massa neoplasica (PADERA et al., 2004). A necrose de coagulacédo que
ocorre principalmente nas areas centrais do tumor é determinada pela desnaturacéo da
maioria das proteinas celulares (inclusive as lisossémicas), devido a queda acentuada
no pH celular durante o processo de lesédo por hipoxia ou isquemia. Nestes casos,
o citoplasma celular se torna bastante eosinofilico e, como a maioria das enzimas
autoliticas foram desnaturadas, a arquitetura tecidual € mantida por alguns dias até
digestdo e remocgao do tecido necrético por leucédcitos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2004).

O numero de cromossomos observados em células do S180 é variavel em todos
0s estagios de desenvolvimento do tumor e em todas as formas de manutencéo
tumoral. Estudos demonstraram que o complemento cromossémico do S180 é
altamente instavel, variando de 20 a 480 cromossomos (OLIVEIRA JUNIOR, 2008).
Chakrabarti; Roychowdhury (1980) descreveram o numero modal de 75 cromossomos,
enquanto que outros autores observaram o numero modal de 73 cromossomos
(GHOSH; CHAUDHURI, 1984). Agrupando-se todos os dados, foram encontradas
metafases com numeros cromossémicos variando entre 16 e 232 e numero modal
de 68 cromossomos, 0 que indica que a linhagem celular S180 é composta por uma
populacéo heterogénea de células (OLIVEIRA JUNIOR, 2008).

Também foram encontrados trés cromossomos resultantes de translocagdes, os
quais foram denominados marcadores A, B e C. O marcador A é um cromossomo com
dois bracos. Pelo padrao de banda-G, foi verificado que o braco maior deste marcador
€ derivado do cromossomo 6 e o braco menor, provavelmente, do cromossomo 9.
A técnica de banda-C revelou dois blocos heterocromaticos, proximos um do outro,
localizados na regido central do cromossomo. No marcador B foram encontrados
dois blocos heterocrométicos nas regides terminais do cromossomo. Provavelmente,
os cromossomos 9 ou 10 e 13 estdo envolvidos nesta translocacdo. O marcador C
também apresentou dois blocos heterocromaticos, um na regido terminal e outro
na regiao intersticial, proximo ao fim do cromossomo. O padrdao de banda-G indica
que os cromossomos 14 e 19 podem estar envolvidos nesta translocacao (GHOSH;
CHAUDHURI, 1984).

O nucleo de células de S180 apresenta polimorfismo de tamanho, acompanhado
por diferencas no tamanho da célula. Uma consequéncia fisiol6gica da poliploidia &
0 aumento no tamanho da célula, pois o volume da célula aumenta linearmente com

278

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2 Capitulo 24



cada complemento cromossémico extra. Este fato é explicado pela maior dosagem
génica encontrada nas células polipléides, o que acarreta uma elevacéo na sintese de
proteinas (OLIVEIRA JUNIOR, 2008).

Um dos aspectos mais caracteristicos das células sarcomatosas é a basofilia
pronunciada do citoplasma. Uma vez que essa basofilia citoplasmatica pode ser
abolida por tratamento com a ribonuclease, presume-se que a mesma seja devido a
presenca de 4cido nucléico. A basofilia é geralmente difusa. O material basofilo parece
ser mais fortemente concentrado na periferia e extremidades da célula, que sao
excepcionalmente alongadas, ou seja, as células perdem a sua basofilia abruptamente
na area mais necrética. Algumas células, especialmente as células pequenas, mostram
todo o citoplasma intensamente baséfilo, mas, em células consideradas mais tipicas,
a basofilia ou é muito menos intensa ou falta completamente em uma area esférica de
tamanho variavel perto do nucleo. Nesta area ha concentracéo de lipdide. As células
coradas para observacado do citoplasma basofilico ndo mostram o lipéide como tal,
mas a sua localizacdo é caracteristica, indicada por esta area esférica muito palida
(WORLEY; SPATER, 1952).

Assim como em outras neoplasias, a hipercalcemia, frequentemente aparece
nos estados avangados de S180. Essa hipercalcemia é resultante do aumento de
reabsorcéo Ossea e parece ser derivada da ag¢do de células tumorais produtoras do
fator de crescimento transformante alfa (Transformant Growth Factor-a, TGF-a), IL-1a
(Interleukin-a), IL-6 (Interleukin-6) e por acao de fatores ainda desconhecidos, como
proteina relacionada ao paratormdnio (Parathyroid Hormone-related Protein, PTHrP),
IL-1B (/nterleukin-13) e fator de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor-a, TNF-a),
sendo que estes fatores desconhecidos causam reabsor¢céo 6ssea por uma via que é
independente de PGE, (Prostaglandina E,) (SUZUKI; YAMADA, 1994).

3.2 Aplicacoes do modelo experimental Sarcoma 180

Células tumorais murinas sao usadas como ferramentas pré-clinicas em pesquisas
de novas entidades quimicas (New Chemical Entities - NCE) com propriedades
antitumorais e seus mecanismos de acdo (OLIVEIRA JUNIOR, 2008; FERREIRA et
al., 2015, 2016). Ja em 1922, o tumor de S180 e o carcinoma de ratos chamado
Flexner-Jobling foram utilizados para avaliar a influencia de sais inorganicos sobre o
crescimento tumoral (SUGIURA, 1965; ZUCKERBERG, 1973).

Pesquisadores estudam os efeitos de farmacos ou protétipos em células de
S180 in vitro em relagdo a concentracdo da droga e a duracdo da exposicdo ao
farmaco. Estas investigacbes podem mostrar se essa letalidade é dependente da
duracao da exposicao e se existe uma relacéao concentracao-resposta (RITCH et al.,
1981; MAGALHAES et al., 2010; MILITAO et al., 2012; OLIVEIRA, 2012; RIOS, 2012;
FERREIRA et al., 2015, 2016). A regresséo total de tumores nos animais, a reducao
no crescimento dos tumores sensiveis ao composto e/ou 0 aumento da expectativa
de vida durante o tratamento, comparado com 0s animais nao tratados sao fatores
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diretamente relacionados a atividade antitumoral. O melhor resultado desses fatores
depende do procedimento do tratamento, que devera ser comecado até 48 h apos
o transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado a formacdo do
nédulo tumoral (SCHABEL et al., 1977).

Com base nessas indicagbes, mostramos previamente que uma fracdo rica em
diterpenos clerodéanicos, principalmente aqueles do grupo das casearinas, extraida
das folhas de Casearia sylvestris (Salicaceae), quando administrada por 7-8 dias
consecutivos, com inicio de tratamento apds 24 h da inoculagéo do tumor, foi capaz de
reduzir a taxa de crescimento do tumor S180 em 35.8, 86.2 € 53.7 % nas doses de 10 e
25 mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia oral por gavagem (FERREIRA et al., 2016), embora tal
atividade ndo tenha aumentado significativamente o tempo de sobrevida dos animais
apos a interrupcéo do tratamento. Uma vez que os animais tratados com essa fragéo
causaram potente reducao nos tumores S180, foram realizadas analises bioquimicas
ex vivo por citometria de fluxo na tentativa de compreender esta a¢ao biologica. Assim,
a cultura primaria de células de S180 serviu como modelo laboratorial para mostrar que
0 mecanismo de acao das substancias analisadas envolve morte celular por apoptose.
Anteriormente, nosso grupo ja havia demonstrado atividades citotdxicas promissoras
dessa mesma fracéo e do seu composto majoritario Casearina X em cultura ex vivo de
S180 usando o ensaio do Alamar Blue (FERREIRA et al., 2014).

Outros estudos de avaliacdo da atividade antitumoral em tumores de S-180
podem ser observados na tabela 2.

Substancia

Inibicao tumoral (%)

Referéncia

Compostos a base de platina (8 mg/kg/
dia)

Piplartina e Piperina (Piper sp.)

SVLV (Sargassum vulgare low viscosity)
e SVHV (S. vulgare high viscosity)
(100 mg/m?/dia)

Piperlonguminina (Piper tuberculatum)
(25 e 50mg/kg/dia)

Pisosterol (50 e 100 mg/m?) de Pisolithus
tinctorius

Extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis
(50 mg/kg/dia)

1,2-dihidroxibenzeno
(200 mmol/kg/dia)

Proteinas laticiferas de Calotropis
procera (5 mg/kg/dia)

Extrato de acetona e de acetato de etila
de Calotropis procera (250 mg/kg/dia)
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83,0 a 100

28,7 e 52,3 para
piplartina e 55,1 e 56.8
para piperina

74,8 e 88,8

38,7 € 40,7

43,0 e 38,7

52,8

70,0

51,8

53,1 e 64,3

ROSENBERG; VAN
CAMP (1970)

BEZERRA et al. (2006)

SOUSA et al. (2007)

BEZERRA et al. (2008)

MONTENEGRO et al.
(2008)

MACHADO; MELO
JUNIOR (2009)

PESSOA et al. (2010)

OLIVEIRA et al. (2010)

MAGALHAES et al.
(2010)
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Oleo essencial das folhas de Guatteria
friesiana (50-200 mg/kg/dia)

(2B,3B,16a,20(R),25-pentahidroxi-22-
oxocucurbita-5-en) (25 mg/kg/dia)

Extrato acetOnico das folhas de
Annona muricata L. (50 mg/kg/dia)

Oleo essencial de Xylopia frutescens
(50 e 100 mg/kg/dia)

Extrato acetdnico das sementes de
Annona muricata L.
(30 mg/kg/dia)

Oleo essencial das folhas
de Mentha x villosa (50-200 mg/kg/dia)

Talidomida (50 mg/kg/dia)

Fracdo com Casearinas das folhas de
Casearia sylvestris

Casearina X

Extrato hidroalcoodlico de Cereus
jamacaru (5, 10 e 20 mg/kg/diai.p.)

Arginine methyltransferase inhibitor-1
(0,5 mg/200mL/dia)

4-(pyridin-4-yl)-6-(thiophen-2-yl)
pyrimidin-2(1H)-one (SK-25)
(20 mg/kg/i.p. and 30 mg/kg/i.p)

Oleo volateo da Annona leptopetala
(100 e 150 mg/kg/dia i.p.)

43,4 e 54,2 para
tratamento i.p. (50-100
mg/kg/dia) e 6,6 e 42,8
para o tratamento oral

(100-200 mg/kg/dia)

52,

90,0

31e37,5

48,4

29,4 e 40.5 para
tratamento i.p.(50-100
mg/kg/dia) e 25,0 e 45,2
para o tratamento oral
(100-200 mg/kg/dia)

53,5

35,8; 86,2 e 53,7 para

doses de 10 e 25 mg/

kg/dia i.p. € 50 mg/kg/
dia oral

90 e 65,5 para doses
de Casearina X 25 mg/
kg/dia i.p. € 50 mg/kg/

dia oral

86 apds tratamento i.p.
(20.0 mg/kg/dia)

41,4

32,9 e 45,7

59,3 e 58,8

BRITO et al. (2012)

MILITAO et al. (2012)
OLIVEIRA (2012)
FERRAZ et al. (2013)

RIOS (2013)

AMARAL et al. (2015)

FERREIRA et al. (2015)

FERREIRA et al. (2016)

FERREIRA et al. (2016)

DUTRA et al. (2018)

ZHANG et al. (2018)

KUMAR et al. (2018)

BRITO et al. (2018)

Tabela 2. Relacdo de alguns estudos da aplicacdo do tumor Sarcoma 180 como modelo
experimental na avaliagdo da atividade antitumoral in vivo.

Nos testes in vivo também podem ser utilizados camundongos geneticamente

modificados, especificamente preparados, de linhagem atimicas, ou seja, sem
linfocitos T maduros, como a linhagem Balb-c nu/nu. Nesses animais sdo implantados
tumores humanos no tecido subcutaneo (também chamado de modelo xenografico)
e sdo acompanhados quanto a regressao tumoral apos a aplicacdo de substancias
quimioterapicas. O modelo xenografico possui custo muito elevado, o que o torna
restrito a grandes centros de pesquisa (MATSUZAKI et al., 2006). Esse modelo
também tém outras limitacées: a) algumas anomalias genéticas presentes em tumores

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2 Capitulo 24




primarios né&o estardo presentes em xenotransplantes, ndo permitindo o estudo do
desenvolvimento tumorigénico e, inversamente, passagens em série, podem introduzir
alterac6es adicionais que nao refletem os tumores primarios; b) o cancer é tratado como
uma doenga celular isolada e ndo como o resultado da interacdo tumor-hospedeiro
(PANTALEAO; LUCHS, 2010; TAYLOR et al., 2012). De fato, muitos tratamentos que
inicialmente se mostraram promissores nestes modelos ndo se traduziram com sucesso
na clinica (TAYLOR et al.,, 2012). Dessa maneira, as vantagens do modelo S180
prevalecem, favorecendo melhores resultados nos estudos da atividade antitumoral
in vivo, uma vez que todas as respostas sistémicas se fazem presentes, inclusive a
imunidade, ja que a modulacdo do sistema imunitario € um conceito emergente no
controle do crescimento tumoral. Embora existam muitos mecanismos subjacentes,
€ muito importante a fungcdo que o sistema imunitario desempenha em células de
tumor, minimizando a metastase através da atenuacéo da expressao de citocinas pro-
angiogénicas e regulando a expressao de fatores endoteliais que s&o cruciais para o
crescimento do processo angiogénico em metastase. Em vista disso, a descoberta
de agentes imunomoduladores € uma tarefa que esta atualmente recebendo muita
atencdo, inclusive sendo testada em modelo experimental de S180 (STREET;
CRETNEY; SMYTH, 2001; HASTIE et al., 2008; PESSOA et al., 2010). No estudo
de SATO et al. (2005), mostrou-se que a resposta imunolégica a um tumor inclui a
observacao de infiltracdo linféide, fibrose peritumoral, crescimento e o tamanho do
tumor do S180.

Inclusive, o modelo de S180 tem sido usado para desenvolver protocolos pré-
clinicos de dor oncoldgica na tentativa da descobrir novas ferramentas farmacol6gicas
com acgao analgésica de curta ou longa duracéo. As células tumorais sdo inoculadas na
pata de camundongos na concentracéo de 10° células, aguardam-se alguns dias para
o estabelecimento do tumor e no final do estudo os animais séo avaliados clinicamente
ap6s o tratamento com o protdtipo por meio de parametros comportamentais de
deambulacéo (rota rod e campo aberto) e nociceptivos (Von Frey) (GUIMARAES et
al., 2014, 2015).

Uma mudanca observada em animais portadores de S180 é a diminuicdo
especifica da atividade da lipoproteina lipase (LPL) do tecido adiposo. Uma diminuigéo
na atividade da LPL do tecido adiposo € acompanhada por aumentos na atividade do
coracéo e do proprio tumor. Deplecéo de lipideos €, frequentemente, uma situagcao
observada em animais portadores de tumor e em humanos com cancer, mas a
razao para este esgotamento ndo é totalmente compreendida. Varios mecanismos
possiveis podem estar envolvidos, incluindo as alteracbes nas taxas de deposicéo
ou mobilizacdo de lipideos ou em ambas. A caquexia, que acomete 80 % a 90 % de
pacientes oncoldgicos adultos e pode acabar sendo um fator contribuinte ou mesmo
causador de 6bito, acompanha esse esgotamento energético, e € uma sindrome que
se caracteriza por perda de peso, lipdlise, atrofia muscular, anorexia, nausea cronica e
astenia, contribuindo de maneira significativa para uma pior qualidade de vida, maior
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morbidade e mortalidade (SILVA, 2006). A descoberta de alteragcbes nessa enzima
abriu um novo campo de aplicacdo com possibilidade de estudar a agéo enzimatica da
LPL em camundongos transplantados com o S180 (MASUNO, 1984).

4 | CONCLUSOES

O Sarcoma 180 € um dos modelos tumorais mais utilizados na atualidade na busca
de novas entidades quimicas com acgdes terapéuticas, principalmente, antitumorais
e, mais recentemente, com capacidade antinociceptiva contra dor crénica induzida
por canceres. Apesar do grande numero de estudos que mencionam o Sarcoma 180,
poucos sdo aqueles que esclarecem sobre a biologia tumoral e informagbes mais
especificas desse modelo experimental
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