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1| ESTUDOS DE
DE CANCER EM
EXPERIMENTAIS

INDUGAO
ANIMAIS

A utilizacdo de animais em

experimentos  contribui  notoriamente
para o avango do conhecimento acerca
do mecanismo de doencas e respectivos
tratamentos. Novas descobertas permitem
0 aprimoramento de intervengdes clinicas,
com vistas a preservar a saude do ser
humano.

Um dos grandes desafios atuais
para que  experimentos utilizando
animais sejam bem-sucedidos envolve a
necessidade de planejamento rigoroso, que

se inicia com a escolha correta do modelo
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animal, passando pelos cuidados para
que o experimento transcorra em respeito
aos principios éticos e de bem-estar
animal, além de um desenho experimental
adequado. Dessa forma, aumentam-se
as chances de que os dados gerados
com os experimentos sejam fidedignos e
reprodutiveis, e que a vida dos animais
utilizados nado seja desperdicada (SINGH
et al., 2016).

Ainoculacgéo de células tumorais em
roedores, principalmente camundongos,
€ um  procedimento  experimental
amplamente utilizado com os objetivos de
propagar uma linhagem tumoral e estudar
diferentes tipos de cancer, assim como
seus respetivos tratamentos. Apesar dos
conflitos éticos envolvidos na utilizagao de
animais em pesquisas, uma das grandes
desvantagens do cultivo celular, frente
aos modelos animais, € que no primeiro
ndo é possivel reproduzir situagdes de
metastase e angiogénese tumoral (DE-
SOUZA, 2018).

Tumores

podem ser induzidos

experimentalmente de forma ortotépica,
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ou seja, no tecido ou local de sua formacgéo, ou de forma ectépica, geralmente por via
subcutanea, intravenosa ou intraperitoneal. Em alguns casos, é necessario alterar o
estado imunolégico ou fisioldgico do animal para realizar o enxerto de algumas linhagens
tumorais, por meio de técnicas como a irradiacdo a baixo nivel ou a utilizagéo de agentes
imunossupressores. Sendo assim, os camundongos imunodeficientes sdo os mais
utilizados para esses experimentos. Também é possivel utilizar linhagens de camundongos
geneticamente modificadas, desenvolvidas por meio do conhecimento a respeito dos fatores
genéticos envolvidos no desenvolvimento da doenca. Outra possibilidade é a inducéao
quimica de tumores, através da inoculagéo de substancias potencialmente carcinogénicas.

Outro fator a ser considerado é o de que camundongos podem desenvolver de forma
espontanea alguns tumores, tornando necessario o conhecimento prévio sobre a incidéncia
destes, a fim de que o bem-estar animal seja assegurado.

2| PLANEJAMENTO DO EXPERIMENTO

Experimentos envolvendo animais causam dor e distresse, sendo de extrema
importancia minimizéa-los, pois esses fatores influenciam diretamente o bem-estar animal,
que deve ser assegurado em todas as fases dos experimentos, de acordo com 0s principios
dos 3Rs (reducéo, refinamento e substituicdo), introduzidos por Russel & Burch em
1959. Além disso, dor e distresse também podem afetar de forma negativa os resultados
experimentais (SILVA-REIS et al., 2021).

Estudo publicado revelou que apenas 29% dos artigos analisados que relatavam
procedimentos cirirgicos em animais mencionavam o uso de anestésicos, subestimando
a dor nos animais. Existe um certo medo, néo racionalizado, por parte dos pesquisadores,
em utilizar analgésicos durante os experimentos, com a ideia de que eles podem confundir
ou interferir na interpretacdo dos resultados. Entretanto, o ndo tratamento da dor leva
a imunossupressdo e, consequentemente, a interpretacdo equivocada de resultados
(PETERSON; NUNAMAKER; TURNER, 2017).

Vale ressaltar que a ndo previséo de analgesia nos procedimentos considerados
invasivos deve ser fundamentada em projeto, e previamente analisada e aprovada pela
CEUA.

A fim de minimizar dor e distresse experimentais, um planejamento analgésico e
anestésico deve ser estabelecido, bem como a oferta de condigbes que favoregam o bem-
estar animal.

Alguns pontos devem ser levados em considera¢do, como:

+ O preparo e a aclimatagédo dos animais antes do inicio dos experimentos;

- a oferta, em sistema de rodizio, de itens de enriquecimento ambiental com o
objetivo de reduzir o distresse experimental;

»  o0s procedimentos prévios a inoculacédo de células tumorais como, por exemplo,
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a necessidade de deplecédo medular por meio de irradiacéo, para casos de ci-
rurgia de enxerto tumoral;

+ a via selecionada para inoculagéo das células tumorais, a fim de verificar a
necessidade de anestesia prévia, com sele¢@o de anestésico e dosagens ade-
guadas, obtidos na literatura de referéncia ou por meio de guias para cuidados
com animais em experimentacao;

* 0 constante monitoramento dos animais com o objetivo de atestar se ha a ob-
servacao de algum comportamento que denote mal-estar — uma vez que ex-
perimentos com células tumorais podem levar a dor e morte — e qual conduta
deve ser aplicada;

+ a avaliagdo da necessidade de uso de analgésicos, principalmente durante a
fase de crescimento tumoral, de forma a minimizar a dor;

* 0 endpoint experimental, isto &€, o conjunto de parametros que definem o ponto
estabelecido como final do experimento, no qual o animal deve ser eutanasia-
do. Ele pode se dar antes mesmo de atingido o objetivo do estudo, a fim de
cessar a dor e 0 mal-estar animal.

3 L AVALIACAO DOS ANIMAIS EM EXPERIMENTACAO PARA ESTUDOS EM
CANCER

Modelos animais sdo importantes ferramentas para estudos do desenvolvimento
e patogénese de diferentes tipos de tumores, bem como para a avaliagdo de possiveis
fatores de risco, agentes preventivos e tratamentos. Visto que o aparecimento de muitos
tumores se deve a associacao de fatores genéticos e ambientais, faz-se necessario avaliar
as vantagens e desvantagens do uso de cada modelo animal, a fim de que os resultados
obtidos sejam representativos daqueles encontrados em humanos (DE-SOUZA; COSTA-
CASAGRANDE, 2018).

Em concordancia com os principios éticos, recomenda-se que animais sejam
utilizados em estudos apenas ap6s esgotados os ensaios utilizando linhagens celulares
in vitro, e sob cuidados permanentes que apoiem o bem-estar animal.

A avaliacdo dos animais utilizados nos estudos de cancer se da pelo constante
monitoramento de sinais que indiquem dor e sofrimento, e esses sinais podem variar de
acordo com o tipo de cancer estudado.

Conforme dito anteriormente, a dor e o sofrimento infligidos a animais de laboratério,
além de serem eticamente inaceitaveis, podem constituir uma fonte potencial de erros
nos resultados do experimento, uma vez que sdo capazes de alterar varios parametros
fisiologicos, dentre eles concentracdes séricas ou plasmaticas de corticosteroides,
glicose, horménios de crescimento ou prolactina, frequéncia cardiaca ou presséo arterial
(FAUSTINO-ROCHA et al.,, 2019). Portanto, um monitoramento frequente dos animais
em estudo possibilita ndo somente que os principios éticos e o bem-estar animal sejam
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respeitados, como favorece a obtencao de resultados fidedignos para o estudo proposto.

3.1 Tipos de tumores
Ha trés tipos de tumores que sdo estudados na experimentacdo animal:

+  Tumores néo visiveis: a perda de peso, geralmente considerada entre 10 e
20%, é utilizada como parametro para definir o endpoint em estudos com ani-
mais, apesar de ndo ser considerada como ideal para monitorar o bem-estar
animal em pesquisas que envolvam o crescimento de tumores internos, nao
mensuraveis, ja que o aumento da massa tumoral, assim como a desidratacéao,
podem mascarar o déficit no estado geral — e, consequentemente, do peso —no
animal em experimentacdo (PASTER; VILLINES; RICKMAN, 2009).

+  Tumores cavitarios e do sistema nervoso: tornam-se um desafio a parte, pois
somente exames de imagem podem dimensionéa-los, para que um endpoint
adequado seja estabelecido. Nesses casos, a perda de peso e a aparéncia
geral dos animais podem ser 0s unicos fatores prontamente disponiveis para se
definir o endpoint experimental. As leucemias, mielomas, linfomas sao exem-
plos de canceres que nao formam tumores soélidos e, portanto, 0 monitoramen-
to do comportamento e da condi¢do geral do animal deve ser realizado com
frequéncia e de forma minuciosa, a fim de que o sofrimento animal ndo seja
estendido.

+  Tumores subcutaneos: os parametros para avaliacdo de endpoint incluem
medigcéo regular do tamanho do tumor, realizado geralmente por paquimetro,
avaliacdo de presenca de ulceragao/necrose do tumor, perda de peso e inape-
téncia, alteragdes na mobilidade e no comportamento fisiolégico considerado
normal para a espécie.

3.2 Checklist para observagao de sinais clinicos e comportamento animal

A maioria dos pardmetros analisados para se constatar dor ou mal-estar em um
animal séo os mesmos para diferentes tipos de estudos, e englobam aspectos de aparéncia
geral, do comportamento e de sinais clinicos.

No que concerne a aparéncia geral do animal, avaliam-se, durante o periodo de
experimento (adaptado de FAUSTINO-ROCHA et al., 2019):

1. Peso;

2. condigéo (ou escore) corporal;
3. ingestdo de 4gua e alimentos;
4. postura;

5. avaliagdo de mucosas, pele e pelos;
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6. aspecto dos olhos;
7. posicionamento de orelhas e vibrissas;
8. aspecto das fezes.

A avaliacao comportamental do animal envolve:

1. Resposta a estimulos sonoros;

2. atividade do animal, como movimento de exploracao dentro da gaiola, de pular e
se pendurar, além do habito de lamber pelos.

Os sinais clinicos analisados abrangem:

1. Afericdo da temperatura corporal;

2. medicao de batimentos cardiacos;

3. medicao da frequéncia respiratoria;

4. grau de hidratagéo;

5. valor de hematocrito e densidade urinaria.

Nem todo biotério de experimentagdo possui os instrumentos e equipamentos
necessarios a uma avaliacao criteriosa de todos os parametros elencados acima. Portanto,
€ necessario um profundo conhecimento sobre o comportamento e a fisiologia considerados
normais para a espécie envolvida, e que 0 monitoramento abranja 0 maximo possivel
de paréametros que avaliem dor e sofrimento, dentro da realidade da instituicdo, e seja
executado com frequéncia - podendo esta ser diaria para estudos em cancer.

Como fonte de referéncia para identificacao de sinais de sofrimento, € recomendavel
a utilizacdo de escalas de dor, como a Grimace Scales, do Centro de Referéncia para
Substituicdo, Refinamento e Redugcédo de Animais em Pesquisa (NC3R, Londres), além
de Guias e Diretrizes internacionais com informagfes sobre parametros fisiologicos e
comportamentais. Alguns desses Guias apresentam parametros especificos para avaliacéo

de tumores, como sera visto adiante.

4 L ORIENTAGOES PARA TOMADA DE DECISAO EM EXPERIMENTOS COM
CANCER

Os experimentos com cancer em animais de laboratério exigem o acompanhamento
frequente para avaliagdo clinica e de desconforto e/ou dor que comprometem o bem-estar
animal. Dessaforma, pard@metros comportamentais e fisiol6gicos, além do tamanho e aspecto
do tumor, devem ser monitorados e classificados quanto ao grau de comprometimento para
atomada de deciséo, seja para a administracao de analgésicos ou realiza¢éo da eutanasia,
a fim de interromper o mal-estar. Alguns paises elaboraram guias para auxiliar na avaliagéo
e classificagéo dos tumores, como € o caso do Guia do Conselho Canadense de Cuidados
Animais (CCAC, 1998).
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Esse guia recomenda que o endpoint seja estabelecido antes de o animal estar em
estado moribundo, o qual ocorre apds o mal-estar e antecede a morte, nao respondendo a
estimulos, apresentando problemas respiratérios e prostragéo. Para isso, a observacao do
animal deve considerar cinco aspectos, utilizando classificagdo de 0 (normal) a 3 (grave)

para cada uma delas:

»  Mudancas no peso corporal (redugéo na ingestao de agua e alimento);

+ aparéncia fisica externa;

+  sinais clinicos mensuraveis (frequéncias cardiaca e respiratoria);

* mudangas de comportamento;

«  resposta comportamental a estimulos externos.

Os endpoints para cancer sao:

+ O tamanho da massa do tumor comeca a comprometer a mobilidade, as fun-
¢bes normais ou causar dor devido a sua localizagéo;

»  perda de peso superior a 20% do peso corporal de um animal normal;

»  presenca de ulceragéo ou infecgéo no local do tumor;

+ invasdo dos tecidos vizinhos por um tumor localizado;

+ ocorréncia de trauma autoinduzido no local;

+  tumor com 5% do peso corporal para experimento de rotina e tumor com 10%
do peso corporal para experimentos terapéuticos;

+  perda de peso por 6 dias consecutivos.

As recomendacbes acerca do monitoramento dos animais preconizam que a
avaliacé@o seja realizada por pessoa com conhecimento sobre o comportamento animal da
espécie estudada, que a avaliagédo tenha duracgéo e frequéncia suficientes para detectar o
quanto antes sinais de dor e mal-estar e que o registro do monitoramento e avaliacdo dos
animais seja acessivel a todas as pessoas envolvidas com o experimento e com o cuidado
animal. Segundo o Guia australiano para Cuidados de Animais com Fins Cientificos (2021),
deve-se considerar:

1. Os impactos adversos do desenvolvimento e biologia do tumor (taxa de
crescimento, capacidade de invasédo, potencial para ulceragédo e/ou metastases

e caquexia), efeitos de agentes terapéuticos, imunoterapia e complicagdes
cirdrgicas.

2. O local de implantagéo ou método de indugao do tumor, evitando a planta do pé,
cauda, cérebro e olhos, exceto na auséncia de alternativa valida.

3. A morte por tumor nunca deve ser um endpoint.

4. Sinais de dor, redugéo do score corporal, crescimento do tumor, ulceracdo do
tumor, invasao, metastases e efeitos toxicos de agentes terapéuticos.
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A Avaliacdo do escore corporal deve ser sempre um indicador de bem-estar nos

experimentos, conforme jA& mencionado no capitulo 5. Porém, além da condi¢c&o corporal,

deve-se considerar:

A velocidade da perda de peso e se ela é progressiva;
anorexia, falta de ingestao hidrica;

desidratacéo;

diarreia;

pelo aspero;

postura encurvada ou perda de reflexo de endireitamento;
dificuldade respiratoria (dispneia);

paresia ou paralisia;

condicbes que comprometam a locomocao e atividades normais do animal;
tumor superior a 10% do peso corporal;

tumor com 20 mm em qualquer dimenséo;

tumor ulcerado;

tumores que prejudicam a alimentag&o ou a locomocéo.

4.1 Diretrizes para o bem-estar e uso de animais na pesquisa do cancer

O Guia britanico Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research

(2010) é especifico para estudos de cancer, sendo o mais completo em informacgées sobre

o tema. Dentre as recomendagdes, 0 endpoint para estudos de tumorigenicidade pode ser

0 momento em que o crescimento progressivo do tumor é detectado. Ja para o estudo da

fase maligna de papilomas cuténeos, necessita-se de técnicas de imagem para a definicao

de endpoints.

O Guia faz as seguintes proposicoes:

N&o deve ser aceita a condi¢do de moribundo do animal;

as vias de inoculagdes como coxim plantar, cauda, via retro orbitar ou intrads-
sea requerem uma justificativa plausivel para a inducéo de tumores;

o limite da carga tumoral deve ser 0 minimo necessario para confirmar um re-
sultado cientifico;

nos estudos terapéuticos, deve-se evitar que os tumores de controle se tornem
excessivamente grandes.

Os seguintes pontos finais podem ser estabelecidos:
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+  Limite do tamanho do tumor: 12 mm para camundongo e 25 mm para rato (es-
tudos terapéuticos: 15 mm para camundongo e 28 mm para rato);

+ impossibilidade de ingestao alimentar ou hidrica - comer ou beber agua por 24
horas;

+  perda de peso de 20% do peso corporal inicial;
+ perda de peso de 15% em 72 horas;

* hipotermia persistente;

+  secregbes com sangue ou mucopurulentas;

» dificuldade respiratoria (dispneia) ou cianose;

»  nodulos linfaticos ou bago aumentados;

»  paresia ou paralisia;

+ distensédo abdominal significativa ou ascite (limite: 20% acima da circunferéncia
abdominal de um camundongo controle);

« diarreia por periodo superior a 48 horas;

»  tumores que comprometem a locomocgéao e outras atividades ou causam voca-
lizagdo anormal.

4.2 A avaliagcao do monitoramento do bem-estar animal em pesquisas com
inducao de tumor

Recomenda-se a avaliagdo clinica e o monitoramento do bem-estar animal em
pesquisas com indugdo de tumor, através da verificacdo de: expressdo facial, perda
de peso corporal e crescimento progressivo do tumor. As pesquisas também discorrem
sobre a necessidade da utilizacdo de técnicas de imagem para monitorar o crescimento
e a disseminagé@o de metastases. Além disso, deve-se considerar o local de implante ou
método de inducdo do tumor, sua biologia, o potencial para lesdes e desenvolvimento de
metastases, sendo imprescindivel o estabelecimento do endpoint mais antecipado possivel.

Apesar da Resolugdo Normativa n°® 33, de 18/11/2016, que versava sobre o tema e
possuia proposi¢des para essa avaliacao, essa foi revogada pela RN 57 de 06/12/2022, no

entanto a nova resolugdo ndo menciona nenhum tipo de orientacdo a respeito.

1. Classificagdo do tamanho e aspecto do tumor
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Figura 1: Tumor pequeno sem leséo.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 2: Tumor médio sem leséo.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 3: Tumor médio com ulceracgéo.
Fonte: Acervo INCA, 2021.
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Figura 4: Tumor grande inflamado.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 5: Tumor grande muito inflamado, ulcerado e com pontos de necrose. Fonte: arquivo pessoal.

Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 6: Tumor necrosado.
Fonte: Acervo INCA, 2021.
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Aspecto do tumor Escore
Sem lesdo 0
Inflamado 1
LesOes cuténeas superficiais 2
Ulcerag@o sem necrose 3
Ulceragdo com necrose 4
Grandes ulceragbes com ou sem necrose 5

Quadro 1: Classificagdo de aspecto do tumor subcutaneo

Fonte: Adaptado do procedimento operacional padréao (POP) n. 415.3 — Pontos finais humanitarios para
roedores utilizados como modelos de cancer — McGirill University, 2018.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Apesar de 0 modelo animal ser essencial para os estudos em cancer, existe ainda um
grande déficit em traduzir os efeitos da doenga em animais, devido ao complexo processo
desencadeado na carcinogénese, além de diferencas na fisiologia e progressao da doenca
como se apresenta em humanos. Tais diferencas, bem como variacbes na homologia de
alvos moleculares entre camundongos e humanos, podem levar a limitagées de traducéo.
Mesmo que os modelos animais continuem sendo uma fonte Unica de informagdes in vivo,
métodos alternativos podem eventualmente substituir a ligagdo entre os estudos in vitro e
as aplicages clinicas (MAK; EVANIEW; GHERT, 2014).

Em algumas circunstancias, ensaios-piloto utilizando um pequeno numero de
animais podem ser necessarios para determinar o inicio e o progresso dos efeitos adversos
que denotem dor e mal-estar aos animais e para identificar os critérios de desfecho humano
(NC3RS, 2021).

Ha de se considerar que o uso de animais é fruto de discussdes éticas ha muitos
anos e que, apesar de continuar sendo realizado, existe uma preocupagéo publica com
o0 bem-estar e a validagéo cientifica das pesquisas conduzidas com animais. Portanto, a
definicdo de endpoints com o objetivo de que os principios dos 3Rs de Russel & Burch
sejam implementados & essencial e, sempre que possivel, diretrizes especificas para
modelos toxicologicos, de cancer, doengas infecciosas, entre outros, devem ser aplicadas
aos modelos utilizados (SILVA-REIS et al., 2021).
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