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RESUMO: O cancer de pele é um desafio crescente para a salde publica, sendo necessario
0 uso de modelos experimentais que permitam compreender cada vez melhor a doenga,
bem como avaliar novos produtos para sua prevencgéo e tratamento. Entre os modelos pré-
clinicos mais utilizados estéo os modelos in vitro, como a cultura de células, que possibilitam
uma diversidade de estudos, e os organoides, que surgem para ampliar a complexidade do
modelo in vitro. Os modelos in vivo abrangem uma variedade de organismos, incluindo o
nematoide Caenorhabditis elegans, a mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster), o zebrafish
(Danio rerio) e camundongos (Mus musculus) Esses modelos proporcionam uma visdo mais
abrangente sobre a progresséo tumoral e as respostas terapéuticas. Cada modelo apresenta
especificidades, conferindo vantagens e limitacdes que variam desde a simplicidade do
modelo in vitro até a complexidade dos animais, que simulam com maior precisao o ambiente
tumoral. Nesse contexto, a selegcdo dos modelos em um estudo é essencial para o avango
de conhecimentos especificos na area do cancer de pele e o desenvolvimento de estratégias
eficazes contra essa doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Melanoma, ndo melanoma, modelos in vitro e modelos animais

PRECLINICAL EXPERIMENTAL MODELS FOR SKIN CANCER STUDIES

ABSTRACT: Skin cancer is a growing challenge for public health, requiring the use of
experimental models that allow for a better understanding of the disease, as well as the
evaluation of new products for its prevention and treatment. Among the most commonly used
preclinical models are in vitro models, such as cell cultures, which enable a variety of studies,
and organoids, which emerge to increase the complexity of the in vitro model. In vivo models
encompass a variety of organisms, including the nematode Caenorhabditis elegans, the fruit
fly (Drosophila melanogaster), zebrafish (Danio rerio), and mice (Mus musculus). These
models provide a broader view of tumor progression and therapeutic responses. Each model
has specific characteristics, offering advantages and limitations that range from the simplicity
of in vitro models to the complexity of animals, which more accurately simulates the tumor
environment. In this context, the selection of models in a study is essential for advancing
specific knowledge in the area of skin cancer and developing effective strategies against this
disease.

KEYWORDS: Melanoma, non-melanoma, in vitro models and animal models
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1. INTRODUGCAO

O cancer de pele € uma das doencas mais relevantes para a saude publica mundial
devido a sua alta incidéncia, representando um desafio significativo para pacientes,
profissionais de saude e pesquisadores (Ahmed et al., 2020). Entre os diferentes tipos de
cancer, o cancer de pele se destaca tanto por sua alta incidéncia quanto pelas perspectivas
de crescimento nos proximos anos. Essa condicdo, que afeta milhGes de pessoas a cada
ano, apresenta diversas formas e manifestagdes, sendo os principais tipos de cancer de
pele o carcinoma basocelular, o carcinoma espinocelular e 0 melanoma.

O carcinoma basocelular e o carcinoma espinocelular sdo os tipos mais comuns de
cancer de pele, sendo o basocelular o0 mais frequente e menos agressivo, originando-se
das células basais da epiderme. Geralmente apresenta baixo potencial de metastatizacéo
e um crescimento mais lento. O carcinoma espinocelular, por sua vez, derivado das células
escamosas, que embora seja mais agressivo que o basocelular, ainda possui uma taxa de
disseminacgéo inferior ao melanoma.

No entanto, devido a maior agressividade do melanoma, que se origina dos
melandcitos, a maioria dos estudos se concentra nesse tipo de cancer. O melanoma
tem apresentado um indice crescente de incidéncia, influenciado por fatores como a alta
exposicdo aos raios ultravioleta (UV) e predisposicdo genética como mutagbes no gene
BRAF. Além de sua prevaléncia, o0 melanoma é notério por sua capacidade de propagacao
rapida, afetando gravemente a saude e a qualidade de vida dos pacientes portadores da
doenca.

O impacto do cancer de pele, em especial do melanoma, vai além das condi¢des
fisicas, sendo um desafio também nos aspectos psicolégicos e emocionais que afetam
os pacientes. Diante desse cenario, € de suma importancia pesquisas sobre o cancer de
pele, buscando-se por estratégias eficazes de prevencéao, diagnostico precoce, reducao de
efeitos colaterais e tratamentos mais eficazes. Para isso, diversos modelos experimentais
tém sido desenvolvidos e aprimorados, cada um oferecendo uma perspectiva diferente
para investigar os mecanismos relacionados a doenca e avaliar abordagens terapéuticas
mais eficazes e mais seletivas, comparadas aos tratamentos convencionais.

Todos os sistemas experimentais, desde cultura de células até modelos mais
complexos como os camundongos, tém sido fundamentais para expandir o conhecimento
sobre o cancer de pele e para o desenvolvimento de novas terapias. Neste capitulo
serd abordada uma visdo abrangente desses modelos experimentais, destacando suas
aplicagdes, vantagens e limitacdes na investigacédo do cancer de pele.
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2. MODELOS EXPERIMENTAIS

2.1. MODELOS in vitro
2.1.1 Cultura de células

2.1.1.1 Visdo geral

A cultura de células animais é uma ferramenta importante na pesquisa do cancer
de pele. Ela apresenta possibilidades versateis para investigar diferentes mecanismos
relacionados a doenca, avaliar terapias e desenvolver estratégias de tratamento. O
uso da cultura de células na pesquisa sobre o cancer de pele sé se tornou viavel apés
o desenvolvimento de métodos eficazes para isolar e manter células em condi¢bes de
laboratorio.

O pioneirismo nesse campo é frequentemente atribuido a Ross Harrison, que em
1907 cultivou pela primeira vez, células nervosas de sapos em um meio de cultura in vitro.
No entanto, foi somente na década de 1950 que a técnica comecou a ser amplamente
utilizada, com o desenvolvimento de meios de cultura adequados e técnicas de manipulagéo
celular (Ambrose, et al. 2019).

O método de cultivo celular tem sido utilizado na investigagdo do cancer de pele
uma vez que as culturas de células consistem em células derivadas de tumores, as quais
mantém as suas caracteristicas do tecido original, permitindo o estudo in vitro da biologia
e fisiopatologia do céancer. Essas culturas séo originadas a partir de biépsias de pacientes,
denominadas culturas primarias, ou de linhagens celulares ja condicionais, derivadas de
células isoladas diretamente de tecidos de organismos vivos e posteriormente cultivadas
em laboratério. Exemplos de linhagens previstas incluem o melanoma murino B16F10-Nex2
(Figura 1A) e os melanomas humanos SK-MEL-19, SK-MEL-28 e SK-MEL-103 (Figura 1B-
D), sendo essas, culturas secundarias ou condicionais.

A) B16F10-Nex2 B) SK-MEL-19 C) SK-MEL-28 D) SK-MEL-103

r

Figura 1. Linhagens de melanoma em cultivo: (A) Linhagem de melanoma murino (B16F10-Nex2); (B)
Linhagens de melanoma humano (SK-MEL-19); (C) SK-MEL-28; (D) SK-MEL-103. Fonte: ATCC, 2024.

O cultivo de células de cancer de pele pode ser dividido em dois tipos principais:
bidimensional (2D) e tridimensional (3D). No cultivo 2D, as células sao cultivadas em
superficies planas, como uma placa de cultura, onde formam uma monocamada. Esse
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método é util para estudar o crescimento celular, proliferacdo e algumas interagdes
celulares, mas nao reflete a complexidade do ambiente tridimensional do corpo humano.
Ja no cultivo 3D, as células sdo mantidas em ambientes tridimensionais, como hidrogéis ou
estruturas similares, permitindo que as células interajam mais naturalmente, mimetizando
melhor o ambiente in vivo.

2.1.1.2 Aplicacées

Células de céancer de pele, quando cultivadas em condi¢des estabelecidas, podem
néo apenas proliferar em laboratorio, mas também formar tumores ao serem introduzidas
em organismos hospedeiros de outra espécie, em um procedimento denominado
xenotransplante. Esse método permite a criagdo de modelos tumorais em animais,
geralmente imunossuprimidos, possibilitando a avaliagdo da eficacia de drogas e terapias
direcionadas. Assim, as culturas celulares desempenham um papel essencial em diversas
aplicacbes, incluindo:

- Estudo de citotoxicidade: A avaliagcdo da resposta a drogas € comumente rea-
lizada por meio do ensaio de 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
(MTT). Esse método colorimétrico permite mensurar a viabilidade celular ao
expor as células a diferentes tratamentos, com base na capacidade das células
vivas de converter o sal de MTT em um produto insolUvel, de cor roxa, os cris-
tais de formazan. A intensidade da cor formada reflete a atividade metabdlica
celular, permitindo inferir a eficacia dos tratamentos investigados (Baldivia et
al. 2018).

+ Investigacao do perfil de morte celular: A investigagdo dos mecanismos de
morte celular, como apoptose (morte celular programada) e necrose, pode ser
feita com a técnica de citometria de fluxo. Esse método utiliza marcadores es-
pecificos para identificar células que estdo passando por diferentes tipos de
morte celular. A citometria de fluxo ajuda a diferenciar e quantificar com preci-
sd@o as células vivas, apoptoticas e necrobticas, facilitando a compreenséao de
como o tratamento esta afetando as células (Castro, et al. 2023).

+  Estudo da migracao celular: O ensaio de migracéo celular (scratch assay) é
uma técnica amplamente utilizada para avaliar a progressao tumoral e o poten-
cial metastatico. Nesse método, uma ferida artificial € criada em uma mono-
camada de células tumorais cultivadas em placas de cultura, simulando uma
leséo tecidual. A migragao das células para o fechamento da ferida é monito-
rada ao longo do tempo, permitindo a avaliacédo da capacidade de migracao e
invasao das células tumorais (Castro, et al. 2023).

2.1.1.3 Vantagens e limitacbées

O modelo de culturas de células proporciona vantagens na investigacao de
tratamentos para céancer de pele, incluindo controle especifico do ambiente experimental,
facilidade de manipulagéo e possibilidade de ensaios de triagem de drogas em larga escala
de forma rapida e econémica. No entanto, apesar dessas vantagens, as culturas de células

Abordagens e estratégias para a Saude Publica e Saude Coletiva 3 Capitulo 25

273



também apresentam limitacdes. O ambiente artificial das culturas celulares ndo consegue
reproduzir integralmente a complexidade do microambiente tumoral in vivo. Além disso,
caracteristicas importantes do cancer, como sua heterogeneidade celular e as interacbes
com o sistema imunoldgico, ndo sdo completamente modeladas em culturas celulares
bidimensionais (2D), o que limita a compreenséo detalhada do microambiente tumoral.
Isso ressalta a importancia de complementar os estudos em cultura celular 2D com outras
abordagens experimentais.

2.1.2 Cultura transwell
2.1.2.1 Visao geral

A cultura de células transwell é uma técnica que utiliza membranas permeaveis
para simular as barreiras fisiolégicas encontradas no tecido vivo. Seu desenvolvimento
acompanhou o0s avancos na compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares
envolvidos no cancer de pele, permitindo estudos mais detalhados e precisos (Yoo et al.,
2023). Ele foi desenvolvido na década de 1980 como uma solucéo para estudar a barreira
epitelial e a interacdo entre diferentes tipos celulares em um ambiente tridimensional
controlado, preenchendo uma lacuna entre os estudos in vitro bidimensionais e os modelos
in vivo.

O modelo transwell consiste em uma membrana permeavel que separa duas
camaras, permitindo o cultivo de células da epiderme na parte superior e de células
dérmicas na parte inferior, mimetizando a barreira epitelial da pele (Figura 2) e replicando,
in vitro, a estrutura e func@o desse tecido. Essa configuracdo possibilita a analise de
interacbes entre diferentes tipos de células e moléculas presentes no microambiente
tumoral, além de permitir a avaliacdo de fatores que influenciam a progresséo do cancer,
como a angiogénese e a resposta imunoldgica.

Poco da placa de Membrana
cultura celular permeavel

Suporte transwell

2 : — =
Meio de cultivo )z
Células ——— e N T
Meio de cultivo || X0 S -
da camara inferior - |
com ou sem quimioatrativo - - )

Figura 2. Modelo Transwell. Fonte: Autoria propria, 2024.

2.1.2.2 Aplicagbes

Esse modelo experimental € amplamente utilizado para investigar diversos aspectos
do cancer de pele, incluindo detalhes sobre os processos de migragédo e invaséo celular,
além da resposta a agentes terapéuticos. Nesse contexto, as células sédo cultivadas na
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camara superior e tém a capacidade de migrar através de uma membrana permeavel para
a camara inferior, o que possibilita 0 entendimento de dois aspectos recorrentes no cancer
de pele do tipo melanoma:

+ Migracao Celular: Nesse ensaio, avalia-se a capacidade das células tumorais
de se moverem ao longo de uma superficie. As células sdo semeadas na cama-
ra superior e, ap6s a adi¢cdo de um estimulo quimico atrativo na camara inferior,
a migracao é medida pelo nimero de células que atravessam a membrana
em um determinado periodo de tempo. Esse experimento é (til para avaliar o
comportamento migratério de células tumorais e suas respostas a estimulos
externos (Dang et al. 2020).

+ Invasao Celular: Diferente do ensaio de migragédo, este experimento envolve a
passagem das células através de uma matriz extracelular artificial, como a base
de colageno ou Matrigel®, que é aplicado sobre a membrana. A capacidade
de as células invadirem essa barreira mimetiza a invasao tumoral em tecidos
adjacentes no corpo. A invasdo é medida pela quantidade de células que con-
seguem atravessar a matriz e chegar a camara inferior, revelando o potencial
invasivo do cancer (Dang et al. 2020).

2.1.2.3 Vantagens e limitagbées

A principal vantagem da cultura transwell &€ sua capacidade de simular aspectos
importantes do microambiente tumoral em um sistema simplificado e controlado. Isso
permite a realizacdo de experimentos mais rapidos e acessiveis do que os estudos in vivo,
além de oferecer a possibilidade de manipular variaveis especificas, como a composi¢céo
do meio de cultura e a presengca de moléculas sinalizadoras. Com isso, esse modelo
se torna extremamente relevante para a identificacdo de novas drogas como potencial
alvo terapéutico. Porém, a falta de interacdo com outros componentes do microambiente
tumoral, como células do sistema imunolégico, fibroblastos associados ao cancer, vasos
sanguineos, matriz extracelular e gradientes metabdlicos, pode influenciar os resultados
obtidos in vitro, tornando-se uma limitagéo da técnica.

2.1.3 Organoides
2.1.3.1 Visdo geral

Os organoides surgiram como uma técnica inovadora e promissora para o estudo
de uma variedade de doencas, incluindo o cancer de pele (Zhou et al., 2023). O uso desse
modelo teve inicio no inicio do século XXI, quando cientistas comegaram a desenvolver
métodos para cultivar células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) em condi¢des que
mimetizam o ambiente tridimensional dos tecidos in vivo (Shi et al., 2017). Os organoides
derivados de iPSCs ou de células tumorais sdo construgdes tridimensionais compostas de
varios tipos de células que se originam de células-tronco pluripotentes por meio de auto-
organizagao, e sdo capazes de simular a arquitetura e funcionalidade de tecidos e 6rgéos
de origem. Isso permite estudos mais detalhados das interacdes celulares e dos processos
biolégicos envolvidos no desenvolvimento e progresséao do cancer de pele (Larribere et al.,
2019; Qu et al., 2021).
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2.1.3.2 Aplicacées

A utilizag@o dos organoides no estudo do cancer de pele pode incluir:

+  Modelagem da heterogeneidade tumoral: Os organoides capturam a hete-
rogeneidade celular observada nos tumores, permitindo o estudo de subpo-
pulagbes de células tumorais e a identificacdo de biomarcadores prognosticos

(Hicks et al., 2022).

+ Teste de drogas e terapias: Os organoides podem ser usados para avaliar
a eficacia de drogas e terapias direcionadas ao cancer, fornecendo uma pla-
taforma de triagem rapida e eficiente (Chen et al., 2021). O esquema a seguir
(Figura 3) representa uma das metodologias de geragdo e uso de organoides.

o

r‘ M Paciente
W
\lY/

(@]
I

"

SEI o 3{o)
Linfécitos/PBMCs

e N
Tecido de Melanoma
¥ Digestao

o P

Células de  Células estromais
melanoma \ ¥

Organoides derivados de pacientes(PDO)

¥

Organoides tumorais de pacientes com imunidade
aumentada (IPTO)

Figura 3. Representacdo esquematica do processo de geragao de organoides tumorais derivados de

pacientes (PDOs) a partir de tecidos de melanoma. Apds a digestdo do tecido, células de melanoma
e estromais séo isoladas e utilizadas para formar organoides tridimensionais. Esses modelos podem
ser modificados para incluir linfécitos do proprio paciente, criando organoides tumorais com imunidade
aumentada (IPTOs), utilizados na personalizacdo e otimizag&o de terapias contra o melanoma. Fonte:

Adapado de Zhou et al., 20283.
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+  Estudo da interacdo com o microambiente tumoral: Os organoides podem
ser co-cultivados com células estromais, imunolégicas e endoteliais, criando
sistemas de co-cultura que reproduzem as interagbes complexas entre células
tumorais e o microambiente tumoral de forma mais fiel as condigbes in vivo.
Esses sistemas permitem investigar detalhadamente o papel das células imu-
nolégicas na progresséo tumoral, o impacto da infiltragao imunolégica no cres-
cimento e na metastase do tumor, a eficacia de imunoterapias e os mecanismos
de resisténcia a medicamentos (Zhou et al., 2023).

2.1.8.3 Vantagens e limitacbes

Os organoides séo utilizados como modelo de estudo para o cancer de pele por
diversas razoes, como a diversidade de células encontradas nos tumores, tornando-se um
modelo mais fiel da doenca. Além disso, podem refletir as caracteristicas especificas de
cada paciente, permitindo a analise de como diferentes tratamentos afetam essas células
e avaliando a eficacia de terapias personalizadas.

A complexidade experimental € uma das limitacbes deste modelo, j& que o
estabelecimento e manutencéo de organoides requerem habilidades técnicas avancadas
e recursos especificos. Além disso, os organoides podem nao mimetizar completamente a
complexidade do microambiente tumoral in vivo, o que limita sua capacidade de reproduzir

fielmente as condi¢gdes encontradas nos tumores reais.

2.2. MODELOS in vivo
2.2.1. Caenorhabditis elegans

2.2.1.1 Visdo geral

Caenorhabditis elegans € um nematoide de vida livre encontrado no solo e tem sido
amplamente utilizado como organismo modelo em pesquisas biolégicas desde a década
de 1960. C. elegans € um organismo multicelular simples, com cerca de 1000 células
somaticas e possui alta homologia com os humanos, incluindo células da pele, neurbnios
e células do sistema imunolégico. Além disso, C. elegans possui homoélogos de cerca de
dois tercos de todos os genes de doengas humanas, tornando-o um modelo util para o
estudo dessas doencgas, incluindo o cancer (Figura 4) (Zhang et al., 2020). A escolha deste
organismo deve-se a sua transparéncia corporal, tamanho, ciclo de vida curto e genoma
totalmente sequenciado, caracteristicas que facilitam a avaliagdo de processos biologicos
(Antoshechkin et al., 2007).

Abordagens e estratégias para a Saude Publica e Saude Coletiva 3 Capitulo 25

277



Instabilidade do genoma

- Des
regulacao do
4';. metabolismo celular

<

Microbiomas polimérficos

Figura 4. Marcas registradas do cancer possiveis de se estudar no modelo experimental
Caenorhabditis elegans. Fonte: Adapado de Céron, 2023.

2.2.1.2 Aplicacbes

C. elegans tem sido usado em diversas finalidades, para se estudar o cancer de
pele, incluindo:

« Possivel diagnéstico para o cancer: O Caenorhabditis elegans vem sendo
explorado como modelo inovador para o diagnostico do cancer, especialmente
para identificar biomarcadores e caracteristicas genéticas ligadas ao desenvol-
vimento e progresséo do cancer de pele. Pesquisas recentes mostram que este
nematodide € capaz de revelar alteracdes moleculares e genéticas especificas
em tumores humanos, como muta¢des em genes associados a vias de sinaliza-
¢ao oncogénicas e de reparo de DNA, semelhantes as encontradas em células
humanas. Por exemplo, a ativacao anémala da via Ras-MAPK, frequentemente
associada a melanomas, pode ser estudada em C. elegans, onde alteragdes
genéticas induzidas resultam em fendtipo visivel, facilitando o rastreamento dos
efeitos tumorais (Hatakeyama et al., 2024).

+ Modelagem de vias de sinalizacao celular: O nematoide tem sido utilizado
para modelar vias de sinaliza¢gdo molecular envolvidas no desenvolvimento de
tumores de pele, como a via p53 e outras que regulam o controle celular e a
morte celular programada, permitindo o estudo de como mutagbes nessas vias
podem contribuir para a carcinogénese (Chen et al., 2018).
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«  Triagem de compostos terapéuticos: C. elegans pode ser utilizado como um
modelo eficaz para a triagem inicial de compostos anticancerigenos. Sua sim-
plicidade genética e rapidez de reprodugéo possibilitam a analise de uma gran-
de variedade de substancias e suas intera¢cdes com alvos moleculares relacio-
nados ao cancer de pele, acelerando a descoberta de tratamentos potenciais
(Kobet et al., 2014).

2.2.1.3 Vantagens e limitacbées

A acessibilidade de obtencéo de diversas cepas, incluindo o modelo de multivulva,
proporciona aos pesquisadores, uma maior diversidade de modelos de cancer de pele, se
tornando uma das principais vantagens relacionadas a este modelo, além da oportunidade
de estudar de maneira precisa o papel de genes especificos no desenvolvimento do cancer
cutéaneo.

Apesar das diversas vantagens, C. elegans ndo desenvolve naturalmente o cancer, o
que implica na indugcéo de mutagdes ou altera¢des genéticas para investigar essa condigao.
Além disso, embora este modelo animal compartilhe muitos genes em comum com 0s
humanos, existem diferencas significativas entre esses dois organismos, necessitando de

pesquisas complementares relacionadas a outros modelos.

2.2.2. Drosophila melanogaster - Mosca-da-fruta

2.2.2.1 Visdo geral

A Drosophila melanogaster € conhecida popularmente como mosca-da-fruta,
sendo um dos organismos modelo mais antigos e bem treinados na biologia, amplamente
utilizado em genética, desenvolvimento e estudos de sinalizagédo celular. Embora seja um
invertebrado, suas vias de sinalizagdo molecular tém uma grande homologia com as vias
humanas envolvidas no cancer.

Este modelo experimental foi introduzido no inicio do século XX, principalmente
pelos trabalhos de Thomas Hunt Morgan, que usou a mosca-da-fruta para estudar genética
e hereditariedade. Seu trabalho, que Ihe rendeu o Prémio Nobel em 1933, lancou as bases
para a biologia molecular moderna. O estudo do cancer utilizando D. melanogaster comegou
mais tarde, quando os cientistas perceberam que varias vias de sinalizagao relacionadas
ao cancer humano estavam conservadas na mosca, sendo cerca de 65% de homologia
com os genes causadores de doencas em humanos (Berrak et. al, 2016).
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2.2.2.2 Aplicacées

A partir dos anos 2000, a D. melanogaster comegou a ser amplamente utilizada para
investigar a progresséo tumoral e a resisténcia a terapias. Entre as principais aplicacbes

deste modelo no estudo do cancer de pele estéo:

+  Modelagem genética do céncer: A D. mlenogaster permite a manipulagéo pre-
cisa de genes associados ao cancer humano, como os genes p53 e Ras. Essa
abordagem tem sido usada para estudar o impacto de mutagdes especificas
que promovem o desenvolvimento do cancer de pele e para compreender 0s
mecanismos moleculares envolvidos na progressao tumoral (Mirzoyan et al.,
2019).

+ Avaliacao das interacoes celulares em um microambiente tumoral: A D.
melanogaster permite a microinjecéo de células tumorais humanas ou de teci-
dos especificos em seu abddmen, possibilitando o desenvolvimento de tumores
primarios em um ambiente vivo (Figura 5). Além disso, a analise de metastases
pode ser realizada ao identificar micrometastases em 6rgéos especificos, como
0s ovarios, o que contribui para a compreensdo dos mecanismos de invasao
celular e interages tumorais com a matriz extracelular. Estudos também mos-
tram a viabilidade de transplantes seriados, que replicam a evolugéo tumoral e
caracteristicas de agressividade, fundamentais para o avanco no entendimento
de metéstases e resisténcia terapéutica (Sharpe et al., 2023).

«  Triagem de novos compostos terapéuticos: Modelos de D. melanogaster sao
usados para triagem de drogas em larga escala, possibilitando a identificacdo de
compostos que iniciam a progressao de tumores de pele, inclusive melanomas.
Além disso, a facilidade em gerar modelos de cancer com multiplas mutacoes
possibilita a realizagédo de diversos testes para avaliar terapias potenciais (Cha-
moné, 2022).
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Figura 5. uso de Drosophila melanogaster como modelo tumoral. A) Microinjecdo de células tumorais no
abdémen da mosca para indugéao de tumores. B) Dissecgéo de tumores e transplantes em série para
estudar progressao tumoral e metéstase. C) Avaliagdo de micrometastases em ovarios para entender a
invasao celular e interagdo com a matriz extracelular. Fonte: Adaptado de Sharpe et al., 2023.

2.2.2.3 Vantagens e limitacbes

D. melanogaster possui um ciclo de vida curto (aproximadamente 10 dias) e pode
gerar grandes populacbes rapidamente. Permite também, manipula¢des genéticas com
facilidade e preciséo, tornando-se um excelente modelo para estudos funcionais de genes
relacionados ao cancer.

As diferencas fisiolégicas entre a D. melanogaster e os humanos, especialmente

a auséncia de uma pele analoga e de um sistema imunoldgico adaptativo, restringem sua
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capacidade de representar com fidelidade o microambiente cutaneo e a resposta imune
em tumores humanos. Essas limitagcbes devem ser consideradas ao escolher este modelo
para o estudo do cancer de pele, sendo essencial complementa-la com outros modelos
experimentais.

2.2.3. Danio rerio — Zebrafish

2.2.3.1 Visdo geral

O Danio rerio ou zebrafish, € um pequeno peixe tropical que se destacou
recentemente como um dos modelos mais valiosos para o estudo de doengas humanas,
incluindo o cancer. Esta ferramenta biotecnolégica comegou a ser utilizada no final do
século XX e ganhou destaque nas Ultimas décadas como um modelo altamente relevante
e eficaz para estudar processos biolégicos e doengas humanas.

Introduzido como modelo de pesquisa na década de 1970 por George Streisinger,
na Universidade de Oregon, o zebrafish foi escolhido por sua alta fecundidade, embrides
transparentes e facilidade de manipulagéo genética. Inicialmente utilizado em estudos de
desenvolvimento, esse organismo logo se destacou como modelo para investigar doencas
humanas. Com o passar das décadas, consolidou-se como uma ferramenta essencial para
triagens de medicamentos e pesquisas em oncologia, gragas a sua habilidade de replicar
processos bioldgicos relevantes para os seres humanos.

Este modelo animal compartilha uma grande semelhancga genética e bioldégica com
0s humanos, cerca de 80% de similaridade com genes associados a doengas humanas, o
que o torna um modelo relevante para o estudo de diversas doengas, incluindo o cancer de
pele (Figura 6) (Bootorabi et al., 2017).

Modelagem de doengas de pele
Modulagéo genética in vivo
* Linhas mutantes estéveis

2 2 Linhas transgénicas/reporter
Funcao das células da pele g ¥
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Genética das células da pele
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Figura 6. Aplicagdes do zebrafish em estudos de pele e cancer de pele. Fonte: Adaptado de Russo,
2022.
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2.2.3.2 Aplicacées

O zebrafish tem sido amplamente utilizado em varias aplicagdes relacionadas ao
cancer de pele, incluindo:

+ Modelagem genética do cancer: Este modelo pode ser geneticamente mani-

pulado para expressar mutagdes associadas ao cancer de pele, como o mela-

noma humano, permitindo o estudo dos mecanismos subjacentes a carcinogé-
nese (Kaufman, et al., 2016).

+ Avaliacao de terapias: O uso do zebrafish permite testar a eficacia de drogas
e terapias experimentais para o tratamento do cancer de pele, fornecendo insi-
ghts sobre a resposta ao tratamento.

« Estudo da metastase: A capacidade de visualizagdo direta do zebrafish per-
mite o estudo da disseminagdo metastatica e a identificacdo de genes e vias
envolvidas nesse processo (Astell et al., 2020).

2.2.3.3 Vantagens e limitacées

O modelo animal zebrafish oferece varias vantagens experimentais, € um animal
de pequeno porte que possui um ciclo de vida rapido e alta fecundidade, facilitando a
geracao de grandes amostras para analise. Sua transparéncia durante os estagios iniciais
de desenvolvimento permite a visualizacdo direta de processos biologicos celulares e
moleculares, incluindo o desenvolvimento de doencas e a resposta a tratamentos. Além
disso, o baixo custo de manutencéo e a viabilidade de manutencédo em espacos reduzidos
tornam o zebrafish uma escolha ideal para estudos de triagem em larga escala. Esse
modelo possibilita triagens genéticas robustas para identificar genes e vias relacionadas a
diversas doencas, com destaque para aplicagdes em oncologia, neurologia e estudos de
toxicidade, conforme demonstrado por Bootorabi et al. (2017). No entanto, o zebrafish ndo

consegue mimetizar completamente a complexidade do microambiente tumoral humano.

2.2.4 Mus musculus — Camundongos

2.2.4.1 Visao geral

Os camundongos sdo os modelos animais mais amplamente utilizados em estudos
pré-clinicos, devido sua alta similaridade genética e fisiolébgica com os humanos. Eles tém
sido essenciais na pesquisa do cancer, incluindo o cancer de pele, tanto na modelagem de
tumores espontaneos quanto induzidos. Os camundongos sdo pequenos mamiferos com
cerca de 85% de similaridade genética com os humanos. Existe uma vasta gama de linhagens
de camundongos geneticamente modificados, incluindo camundongos transgénicos e
knockouts que podem mimetizar mutagcdes humanas especificas, como o gene BRAF
presente no melanoma. Além disso, os camundongos sédo frequentemente utilizados em
estudos de xenotransplante, onde células cancerigenas séo implantadas em animais.
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O uso de camundongos em modelos pré-clinicos teve inicio no final do século
XIX. Em 1909, Clarence Cook Little iniciou programas de reproducdo controlada de
camundongos na Universidade de Harvard, resultando na criacao de linhagens isogénicas
que facilitaram os estudos genéticos e experimentais. Desde entdo, os camundongos se
transformaram no modelo padrédo para esses estudos, especialmente apds a década de
1970, com a utilizacdo de camundongos transgénicos que expressam lesdes humanas
relevantes, como no melanoma e no carcinoma basocelular.

2.2.4.2 Aplicacbes

Os camundongos podem ser utilizados em uma variedade de aplicagcdes para o

estudo do cancer de pele, incluindo:

- Xenotransplante de células tumorais: O xenotransplante envolve a implan-
tacdo de células tumorais em um modelo animal. Esse ensaio é amplamente
utilizado para estudar o comportamento de células tumorais em um ambiente
vivo, observando o crescimento, a progressdo e a resposta as terapias como
representado na Figura 7 (Federica Invrea et al., 2020).
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Figura 7. Tumor derivado de paciente implantado em um camundongo para avaliar a eficacia de
medicamentos. Adaptado de Federica Invrea et al., 2020.

- Ensaio de metastase pulmonar: Esse ensaio avalia a capacidade das células
tumorais de invadir outros 6rgaos, especialmente os pulmdes, o que € comum
no melanoma. Neste ensaio, células tumorais sdo injetadas, geralmente via
caudal ou intravenosa, em camundongos, e a disseminacéo para os pulmdes
€ monitorada. Apés um periodo, os pulmdes sdo examinados para contagem e
andlise das metastases. Esse ensaio € importante para estudar os mecanismos
de invasao e metastase e avaliar terapias antimetastaticas (Castro, et al., 2019).
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+ Ensaios de terapias combinadas: Os ensaios de terapias combinadas ava-
liam a eficacia de diferentes técnicas de tratamentos, como drogas direciona-
das a alvos moleculares especificos, tratamentos farmacoldgicos convencio-
nais, imunoterapias e radioterapias. Esses ensaios séo realizados em modelos
animais, como camundongos com tumores estabelecidos, para testar se o uso
conjunto de varias terapias pode ter um efeito sinérgico, melhorando a resposta
ao tratamento e superando a resisténcia. A analise inclui medidas de redugéo
tumoral, toxicidade e aumento da sobrevida (Gingrich; Kirane, 2020).

2.2.4.3 Vantagens e limitacées

Os camundongos apresentam alta relevancia biolégica devido a sua similaridade
genética e fisiolégica com os seres humanos, tornando-os um modelo essencial no estudo
do cancer de pele. Além disso, ha uma ampla disponibilidade de linhagens transgénicas
altamente especializadas, o que facilita a modelagem de doencas especificas. Eles
também séao extremamente Uteis para estudar a interagdo entre o sistema imunologico e os
tumores, especialmente em estudos que visam entender a resposta imunoldgica ao cancer.
No entanto, o uso de camundongos possui algumas limitagdes, como o custo elevado
de manutengé@o e experimentagéo, além do tempo relativamente longo necessario para
gerar dados, especialmente quando comparado a espécies menores, como zebrafish ou
Drosophila melanogaster. Além disso, ha consideragbes éticas importantes relacionadas
ao uso de animais, que requerem um cuidado justificativo e em conformidade com as

normas regulamentares.

CONCLUSAO

Conclui-se que os modelos pré-clinicos desempenham um papel fundamental
na investigacdo dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento, progressédo e
tratamento do cancer. Cada modelo, como C. elegans, Drosophila melanogaster, zebrafish
e camundongos, oferece vantagens Unicas devido a sua homologia genética com os
humanos, que varia de cerca de 60% em C. elegans a 85% em camundongos. Esses niveis
de homologia permitem a reproducgéo de processos biolégicos humanos em diferentes graus
de complexidade, contribuindo para o estudo de genes relacionados ao cancer e respostas
terapéuticas. A integracdo de dados provenientes de diferentes modelos, juntamente com
estudos complementares, € essencial para garantir a preciséo e a relevancia dos achados,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e seguras.
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