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RESUMO

DEL-GRANDE, M. P. Terapia fotodinamica no tratamento do tumor de Ehrich
inoculado em camundongosavaliacdo da eficacia e da resposta imunolégid@rsisa.
[Photodynamic Therapy in the treatment of Ehrlichidstumor in mice: Efficacy evaluation
and the systemic immune response]. 2013. 104 fsetiscdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, ehsidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy - PBTym método de tratar neoplasias
baseado na interacdo entre luz, oxigénio moleailam agente fotossensibilizador. Apés a
administracdo do agente, o tumor é iluminado comMsivel, ativando-o e produzindo
espécies reativas de oxigénio, altamente citotéxigae provocam morte celular e destruicao
tecidual. Com a destruicdo do tumor ha ativacasidtema imune inato e o subsequente
processo inflamatorio determina a apresentacdo rdigeaos tumorais aos linfécitos,
promovendo uma resposta imunoldgica adaptativaraoottecido tumoral. O presente
trabalho visou estudar a PDT associando um lasediogo como fonte de luz e o
fotossensibilizante Azul de Metileno (AM) a 1%, Baado a sua efetividade no tratamento
do Tumor de Ehrlich (TE) em sua forma sélida esposta imunolégica nos animais tratados.
Em um primeiro estudo, avaliou-se macro e microseopente tumores tratados,
determinando a capacidade do protocolo em indudlamacéo e destruicdo do tecido
tumoral. No segundo estudo, a resposta imune fodada em camundongos desafiados com
um segundo implante de células do tumor de Ehricprimeiro implante tumoral foi tratado
com a PDT ou a excisao cirdrgica, comparando-sewargrupo controle sem tratamento. Os
parametros avaliados apés 17 dias foram o crestintemoral (p>0,05), peso relativo dos
orgaos linféides [Baco (p<0,05) e Linfonodo pomit€¢p>0,05)], tamanho relativo do
linfonodo (p<0,05), presenca de metastase em lkafonpopliteo (p>0,05), contagem de
leucécitos sanguineos (p>0,05) e analise morfoo#éthguantitativa do tumor secundario
[determinacdo da fracdo volumétrica de células tamo(p<0,05), infiltrado inflamatério
(p<0,05), necrose (p>0,06) e porcentagem da amaréll em necrose (p<0,05)]. A PDT com
o AM foi capaz de induzir necrose do TE e inflanmg¢@avendo diferencas da resposta imune
sistémica quando comparado aos animais tratados\@orde exciséo cirurgica do tumor de
Ehrlich.

Palavras chave Terapia fotodinamica. PDT. Tumor de Ehrlich. Respoasnunoldgica.

Tratamento neoplasias.



ABSTRACT

DEL-GRANDE, M. P.Photodynamic Therapy in the treatment of Ehrlich sdid tumor in
mice: efficacy evaluation and the systemic immune respofiferapia Fotodinamica no
tratamento do tumor de Ehrlich inoculado em camuogde: Avaliacdo da eficacia e da
resposta imunoldgica sistémica]. 2013. 104 f. Disgdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, ehsidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Photodynamic therapy (PDT) is a method of treamegplasms based on the interaction
between light, molecular oxygen and a photosemsitiagent. After administration of the
photosensitizer, the tumor is illuminated with kisilight, activating the agent and producing
reactive oxygen species (ROS). This highly cytatoROS cause cell death and tissue
destruction. The activation of the innate immunsteyn and the subsequent inflammation
induces tumor antigen presentation to lymphocytesmoting an adaptive immune response
against the tumor cells. This work aimed to stuty PDT using a diode laser as light source
and Methylene Blue (MB) 1% as photosensitizer. dsvaccessed its effectiveness in treating
Ehrlich Solid tumor (ET) and the immune responsedpced in treated animals. First the
treated tumors were evaluated macroscopically amdostopically, determining the ability
of the protocol to induce inflammation and tumastie destruction. In a second study, the
immune response was studied in mice challenged avidgecond tumor cell implant. The
primary tumor was treated with PDT or surgical sian, comparing with a control group
without treatment. The parameters evaluated affeddys were tumor growth (p> 0.05),
relative weight of lymphoid organs [spleen (p <0.86d popliteal lymph node (p> 0.05)], the
relative size of the lymph node (p <0, 05), metstat lymph node (p>0,05), blood
leukocyte count (p> 0.05) and quantitative morphinimeanalysis of secondary tumor
[determining the volume fraction of tumor cells<p.05), inflammatory infiltrate (p <0.05),
necrosis (p> 0.06) and tumor necrosis area (p P.6®T with MB was able to induce
necrosis of the ET and inflammation, with differeacin the immune response when

compared to animals treated surgically to remoeeghrlich tumor in its solid form.

Key-words: Photodynamic therapy. PDT. Ehrlich solid tumanmune response. Cancer

treatment.
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1 INTRODUCAO

Em 2008 a Agéncia internacional para pesquisa doecqInternational Agency for
Research on Cancer — IARC) da Organizacdo Mundi&@aiide (World Health Organization
— WHO) promoveu o projeto GLOBOCAN, com o intuite ekstimar a prevaléncia,
mortalidade e incidéncia dos principais tipos deceédno mundo.

Segundo os dados obtidos num total de 184 paispse¢entados na figura 1), o
cancer € a principal causa das mortes no munddizerdo 7,6 milhdes de mortes em 2008
(aproximadamente 13% de todas as mortes). Osawmopt de pulméo, estomago, figado,
c6lon e mama sado os principais causadores dassnfseprojecdes indicam que em 2030 o
namero de mortes pelo cancer sera de 13,1 mill&eSBOCAN, 2008).

Figura 1 - Mapa do mundo mostrando a taxa de mortalidade pelo cancer padronizada pela idade a
cada 100.000 pessoas nos diferentes paises
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(Fonte: GLOBOCAN, 2008).

No Brasil a mortalidade proporcional por neoplasiavem crescendo
consideravelmente nas ultimas décadas e em 20@4nfoegistrados 141 mil o&bitos,
representando 13,7% de todos os Obitos (Figurafi@dndo atrds apenas das mortes

relacionadas a doencas do aparelho circulatoriGAN2006).
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Figura 2 - Distribuicao proporcional das principais causas de morte no Brasil em 2004.
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(Fonte: INCA, 2006)

Na Medicina Veterinaria a estimativa da incidéngegvaléncia e mortalidade dos
animais devido as neoplasias fica dificultada jedxisténcia, ou existéncia estratificada, de
bancos de registro de cancer. Entretanto a literatwundial mostra fortes indicios de que o
cancer € uma doenca de extrema importancia na ima&dieterinaria, sendo a maior causa de
morte em animais de estimacéo (REIF, 2007).

O modo como a sociedade atual tem enfrentadogeatele problema passa
inicialmente por medidas preventivas, que visamggalmente a diminuicdo dos fatores de
risco, como o fumo e a exposicao ao sol. Passactanpela deteccéo precoce da doenca, que
pode ser feita através da educacdo da populacadogaa reconhecimento dos principais
sintomas, como exemplo, as campanhas do autoexaraeopcancer de mama. A deteccao
precoce da doenga também depende do desenvolvingerstoessibilidade, de métodos
diagnésticos efetivos. Por fim, o tratamento dosigrdes e a manutencdo da qualidade de
vida sdo essenciais e os esforcos para o desemenito de técnicas mais apuradas de
tratamento sao vistos ao redor do globo (WHO, 2012)

Atualmente o tratamento dos tumores soélidos est&dulo principalmente na
excisdo cirurgica do mesmo. A radioterapia e a tpierapia sdo as modalidades de
tratamento adjuvante usualmente utilizada, depalwdeda neoplasia em questédo
(WITHROW, 2007).

As pesquisas na érea de oncologia tém avancad@ muit conhecimento sobre o
cancer como um todo tem produzido novas modalidddesatamento que aos poucos vao
sendo introduzidas, como exemplo, a Terapia Fodmdiica (PDT — do inglés: Photodynamic
Therapy).

A PDT é um método de tratamento de neoplasias thasea interacdo entre um

agente fotossensibilizante, luz e oxigénio molecul&xistem inGmeros tipos de
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fotossensibilizantes, que podem ser administragtsspvias endovenosa, oral ou tépica. A
iluminagdo do tumor com luz visivel, no intuito divar o fotossensibilizante, é feita apos
determinado tempo de administracdo do agente, devarproducdo de espécies reativas de
oxigénio, altamente citotoxicas, determinando atenoelular, por necrose e apoptose, e a
destruicao do tecido tumoral (CASTANO; DEMIDOVA; WBLIN, 2004).

A caracteristica singular da PDT no tratamentoel®plasias € a participacdo ativa do
sistema imunoldgico no combate as células tumo€ssefeitos fototoxicos nha membrana
celular liberam de uma série de mediadores inflanud levando a ativacdo do sistema
imune inato. A inflamacgé&o local e a invasdo portriéilos, macréfagos e céluladNatural
Killer” (NK) junto a destruicdo das células neoplasicagraogna a condicdo necessaria para
a apresentacao de antigenos tumorais as céluldsitdzs e demais células apresentadoras
de antigenos (APC). A apresentacdo antigénica penativacdo do sistema imune
adaptativo e ha a sensibilizacdo dos linfocitogefoees (CD8+) determinando uma resposta
especifica para a neoplasia tratada, envolvidarraieacdo de focos disseminados e/ou
metastaticos. Além disso, ha a sensibilizacdo mféditos B (de memoadria) aos antigenos
tumorais, promovendo um controle em longo prazotwoor. A producdo de anticorpos
antitumorais pelos plasmécitos pode ser sugerid@np ainda ndo demonstrada em modelo
experimental (GOMER; FERRARIO; MURPHREE, 1987; KOBHEK, 1996; CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005; CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006).

O presente trabalho visou estudar a PDT associamdolaser de diodo e o
Fotossensibilizante Azul de Metileno (AM) a 1%, lesado a sua efetividade no tratamento
do Tumor de Ehrlich sélido e a indugdo da respastanoldgica antitumoral. Em uma
primeira fase avaliou-se macro e microscopicameateores tratados, determinando a
capacidade do protocolo em induzir inflamacéao érdieso tecidual. Em uma segunda fase, a
inducdo de resposta imune foi estudada em camuondodgsafiados com um segundo
implante de células do tumor de Ehrlich. O primémplante tumoral foi tratado com a PDT
ou a excisdo cirdrgica, comparando-se a respostauoo grupo controle sem tratamento. Os
parametros avaliados foram o crescimento tumorako prelativo, tamanho e analise
histopatolégica dos orgaos linféides (Baco e Liofm popliteo), contagem de leucécitos
sanguineos e morfometria do tumor secundario (@éiagdo da fracdo volumétrica dos

componentes da massa tumoral: células tumoraikrdadb inflamatoério e necrose).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Cancer: Etiologia e aspectos imunoldgicos.

A secao a sequir trata dos conceitos referentestado do cancer, sua etiologia e sua

interacdo com 0s mecanismos de defesa do organismo.

2.1.1 Neoplasias

Segundo Beremblum (1970), uma neoplasia é umaantkssecido cujo crescimento
excede e é incoordenado com o de tecidos normaisispndo de maneira excessiva apés a
cessacao do estimulo que provocou a alteracdo. €@uvento da biologia molecular e
genética, Evans (1993) elaborou o conceito de aqee canceres sao consequéncias de
alteracdes genéticas e epigenéticas, envolvendovarealade de genes que sdo fundamentais
para os processos de crescimento, diferenciagéito@céo celular programada”.

O céncer é determinado pelo acumulo de alteragéedticas que conferem a célula a
capacidade de evasdo dos mecanismos de controlesoktético, garantindo sua
sobrevivéncia e proliferagdo. O processo de sumgimedo cancer € denominado
carcinogénese, sendo este separado em iniciacAmo@fo, manutencdo e progressao
(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2005; MODIANO; BREEN, 2007

Na iniciacao as células sofrem a acéo de carcimsgaaquirindo mutacdes nos genes
supressores de tumores e nos proto-oncogenes,endo gstas letais para a célula, mas
tornando-as suscetiveis a acdo dos promotoredalla ée promocao, as células iniciadas séo
expostas a agentes ndo mutagénicos, mas que pronmowxpansdo da populacao celular
com a mutacao inicial. Durante a manutencéo asasédfio mantidas na populacdo, somente
quando ndo possuem mutacdes deletérias. As alsrgedéticas induzem maior proliferacao
que as ceélulas normais e levam ao escape da meldéarcprogramada. Por fim, na
progressao as ceélulas cancerosas se proliferamiriadigp a capacidade de invadir os tecidos

adjacentes, promover a formacdo de vasos sanguéndiofaticos na massa tumoral e a
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metastatizacdo para outros locais do organismo XD KUMAR; ROBBINS, 2005;
MODIANO; BREEN, 2007; BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA; CHANWAS, 2013).

Segundo Hanahan e Weinberg (2000, 2011), os fatprescaracterizam as células
cancerosas (conhecidos em inglés como: “The Haltlsnaf Cancer”) sdo agrupados em: 1)
Autossuficiéncia quanto a produc¢ao de fatores dgcanento; 2) Insensibilidade para com os
fatores inibitérios de proliferacdo; 3) Evasdo daomose; 4) Potencial de replicagdo

ilimitado; 5) Angiogénese continua; e 6) Invasadondeal e metastase.

2.1.2 A imunomodulagéo do cancer

Paul Ehrlich (1906) no inicio de Século, em suag de estudos sobre a imunidade,
propds que haveria uma incidéncia de canceres maior ndo fosse a existéncia de um
controle da proliferacdo destas células por urersiatdo organismo. O conceito de vigilancia
imunologica, entretanto, ndo pode ser comprovastimdas limitagdes cientificas da época.

Na década de 50 os estudos de Medawar demonsteapariicipacdo da imunidade
celular na rejeicdo de transplantes alograficogjudke momento era aceito que o sistema
imune seria capaz de reconhecer e destruir céh@laplasicas transplantadas em linhagens
nao isogénicas de camundongos. A concluséo foudeogmecanismo de tais rejeicdes era o
mesmo de transplantes alograficos, e ndo devido mecanismo especifico para os tumores.
Com a criacdo de linhagens isogénicas de camunddogdemonstrado que estes poderiam
ser imunizados contra transplantes singénicos ldéaséneoplasicas, embasando a existéncia
de antigenos tumorais especificos (SCHREIBER 2@02).

Com estas descobertas Burnet (1957) afirmou:

De forma nenhuma é inconcebivel que pequenas pgmdade células
tumorais possam se desenvolver e devido a preslengavos antigenos provoquem
uma resposta imunoldgica levando a regresséo tlinaotas de sinais clinicos
existirem

Lewis Thomas, durante este mesmo periodo, sugeguagimunidade celular tinha
como funcdo priméaria o controle neoplasico e nduezanismo de rejeicdo a transplantes
(SCHREIBER et al., 2002).
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Lewis e Burnet levaram as ideias originais de Bdmlich a um novo patamar, onde
os Linfécitos T seriam as células sentinelas dpasa imunoldgica contra o cancer. Estas
definicbes levaram a formacao do conceito de wigikimunologica do cancer por Burnet
em 1970:

Em vertebrados de sangue quente, mudancgas gerf@icks/eis sdo comuns
nas células somaticas e uma fracdo destas mudpadasser o passo inicial para a
malignidade. E uma necessidade evolutiva a exist@&ecum mecanismo que elimine
ou inative tais células mutantes potencialmentéypsas, ficando postulado que tal
mecanismo é de carater imunoldgico

Diversos estudos utilizando modelos experimentai® @nimais imunodeprimidos
(como timectomia e uso de anticorpos antilinfoécitpgoram realizados e observou-se maior
suscetibilidade desses animais a neoplasias denorigral e uma maior ocorréncia de
linfomas. Resultados discordantes quanto a carémexe quimica e neoplasias espontaneas,
levaram a crer que, a maior ocorréncia das neaglagiais e linfomas seria devido a maior
suscetibilidade dos animais a agentes infeccid6ARI(AN, 1971; SANFORD et al., 1973).

O uso de animais atimicos como os camundomgole foi a ferramenta usada por
Stutman (1974) na tentativa de confirmar a padicw do sistema imune no controle do
cancer. Mais uma vez ndo houve diferenca na suBitielside a neoplasias quimicamente
induzidas nestes animais, como se esperaria cogmiaggilancia imunologica.

Na época ndo se sabia, mas 0s animae possuem um sistema imune apenas
parcialmente comprometido e que ainda possibilitateracdo de células imunoldgicas com
as neoplasicas, podendo ocorrer a influéncia densé& imune no desenvolvimento tumoral
(SCHREIBER et al., 2002).

Thomas (1982) relatou que “O maior problema ddangia imunoldgica € que nao se
pode comprovar sua existéncia nos modelos expeiaiseaxistentes”. Assim levando o
conceito ao esquecimento por certo periodo. Emtitalgumas descobertas retomariam as
pesquisas na area.

Dighe et al. (1994), utilizando células tumoraiseinsiveis ao Interferon gama (IFN -
y) ndo obtiveram regressédo tumoral, como esperadmadelo utilizado, demonstrando a
participacéo direta do IFNy-na imunogenicidade tumoral, tendo este um imptetpapel no
reconhecimento e eliminacéo de células tumorais.

Observou-se também que animais deficientes naupéodda perforina (substancia
presente nos granulos de linfocitos T) desenvolviaas tumores quimicamente induzidos
(VAN-DEN-BROEK et al., 1996).
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No inicio do século XXI, o desenvolvimento de aaisngeneticamente modificados
possibilitou a produgéo de animais com mutacdegeams ativadores da recombinagao 1 e 2
(RAG -1 e RAG - 2), sendo estes animais completsanéesprovidos de Linfocitos T, B e
“Natural Killer (NK). Nestes animais ocorreu um maior surgimemsarcomas induzidos
quimicamente e de carcinomas espontaneos, mostrangarticipacdo dos linfocitos no
controle do cancer (SHANKARAN et al., 2000s experimentos do grupo de pesquisadores
de Schreiber e Old foram definitivos para demonsju@ o sistema imunoldgico pode, e com
frequéncia previne o desenvolvimento de célulagsgmas$, sendo de extrema importancia na
protecao contra o cancer.

Muitos outros estudos em uma variedade de animedsripetentes em pontos criticos
do sistema imunologico suportam a ideia de Thontsreet. Os resultados também sugerem
que a vigilancia imunologica do cancer se trataigleprocesso heterogéneo, com acdes de
diferentes componentes imunologicos conforme vaeac do tipo celular tumoral,
mecanismos de transformacdo neoplasica, localizagdatdbmica e as formas de
reconhecimento imunolégico pelo organismo (SCHREB& al., 2002; DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004; ZIMMERMANN; BENIGNI; MONDINO, 2005

Mesmo com a existéncia de uma vigilancia imunoBgiontra o cancer, individuos
com a imunidade intacta desenvolvem a doenca. Hodas com implantes de células
neoplasicas em camundongos imunocompetentes sealssegimento de variaveis tumorais
com menor imunogenicidade enquanto nos animais asauprimidos as ceélulas se tornam
mais imunogénicas (UYTTENHOVE; VAN-SNICK; BOON, 1@8JRBAN et al., 1982).

O grupo de Schreiber e Old, que demonstrou a pEati&o dos linfocitos no controle
do céancer, também propbs quassim como a acdo do sistema imune pode selecionar
bactérias, virus e parasitas mais adaptados avegbreia no organismo, a vigilancia
imunologica também pode ter efeito semelhante sodse células neoplasicas em
desenvolvimento. O grupo comparou a carcinogénesemicp entre animais
imunocompetentes e imunodeficientes e mostrou quernores formados sob condi¢des de
imunossupressao sdo mais imunogénicos que os fosnead situacdo de imunocompeténcia
(SHANKARAN et al., 2001).

A forma como o sistema imunolégico interage corséslas neoplasicas ainda nao é
completamente elucidada, mas o conceito de vigdamsunoldgica evoluiu para o termo
Imunomodulacao do cancen seja, conforme o ambiente imunologico em quensentram,
as células neoplasicas adquirem caracteristicaspgasibilitam a progressdo da doenca
(SCHREIBER et al., 2002).
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Pesquisas recentes mostraram que ndo somenteudss agtoplasicas escapam 0s
mecanismos de defesa do organismo, mas sao tand@ames de alterar o microambiente
imunologico do tumor e possivelmente do ambiersi€siico.

As chamadas células T reguladoras (Treg), respeissduela manutencdo da
tolerancia imunolégica, impedindo ou controlandoaumesposta excessiva a antigenos
proprios (doencas imunomediadas) ou exogenos (sose alérgicos), também estdo
presentes em diversos tumores experimentais e t@sems. A deplecdo destas células
previamente ao desafio com células tumorais prasia menor ou ndo progressao tumoral
(YAMAGUCHI; SAKAGUCHI, 2006).

O interesse pelas células imunossupressoras denmomgieloide vem surgindo nos
altimos anos. Tais células estdo presentes em gnamahero em uma variedade de tumores
experimentais e em pacientes com tumores de marnmap, prostata, rins, etc. Estas células
sdo precursores de granulécitos, macréfagos easélléndriticas. Quando isoladas, tais
células ndo se diferenciam se expostas a fatomdgades de tumores, e apresentam uma
intensa capacidade imunossupressora em t@stgso e in vivo. E considerada por muitos
como fator chave no mecanismo tumoral de escape vigdancia imunologica
(GABRILOVICH; BRONTE; CHEN et al., 2007).

A interacdo do sistema imunolégico com o canceragebpara as pesquisas de
modalidades de tratamento que possam de algumaa fonudificar essa interagao
promovendo o controle do cancer. A PDT tem em segamismo de acdo a essencial

participacéo do sistema imunolégico, sendo esteo deste trabalho.

2.2 O Laser

Em 1922 Albert Einstein recebeu o premio Nobel ide&cd pelos seus trabalhos e
contribuicbes com a fisica tedrica, mas principait@gela sua descoberta da lei do efeito
fotoelétrico. Tal efeito se refere a emisséo dea@ié de uma superficie, geralmente metalica,
guando esta absorve a energia emitida por um fectuzl incidente (PREMIO NOBEL,
2013).

Em 1917, Einstein foi o primeiro a descrever o eocde Laser, sendo este o
acronimo formado pela expressdo em indgligght Amplification by Stimulated Emission Of

Radiation- Amplificacdo da luz pela emissao estimulada déag#io. Passaram-se mais de 40
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anos, quando Theodore Maiman em 1960 criou o prameguipamento de Laser que foi
inicialmente usado na oftalmologia para a fotoctagio (GORES, 2006).

A luz visivel faz parte do espectro de radiacaotraieagnética. A radiacao
eletromagnética é energia que se movimenta atrdeésspaco em forma de ondas ndo
possuindo matéria, ou seja, hdo tem massa ou Q=&ta pequeno pacote de energia é
denominado foton, tendo sua energia medida enoeldits (eV). A quantidade de energia
em um fétonvaria conforme o comprimento de onda, (medido em nanémetros (nm), e a
sua frequéncia de oscilagoes por segundo (f), raeeld Hertz (Hz) (RIBEIRO; ZEZELL,
2004).

O espectro de radiacdo eletromagnético varia desd®mprimentos de onda grande
(da ordem de centenas de metros) e com baixa freiguél® Hz) e energia (I&eV), como
as ondas de radio, até os comprimentos de ondanbasturtos (da ordem de nandmetros) e
com alta frequéncia (¥®Hz) e energia (10eV), como a radiacdo gama. A energiaf@ton
para ionizacdo dos tecidos biologicos esta enfee 20 eV, estando os principais tipos de
laser entre 0,12 e 2,5 eV. A figura 3 mostra todsspectro, estando a luz visivel na regido
400 a 700 nm (RIBEIRO; ZEZELL, 2004).

Figura 3 - O espectro de radiacdo eletromagnética, mostrando os diferentes comprimentos de onda
(A), a frequéncia de oscilacdes por segundo (Hz) e a energia do féton (eV)
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A luz emitida pelos equipamentos de laser apresaligiamas caracteristicas que a

diferem da luz emitida por outras fontes, comozashiar e a luz de lampadas incandescentes.

A primeira e mais marcante é o fato de ser monoétiom Diferente da luz branca o laser
emite apenas um comprimento de onkla ¢om isso quando direcionada para um prisma
optico o espectro transmitido sera de apenas umaenquanto da luz branca por emitir
varios comprimentos de onda sera de varias coriggiré-4). A segunda caracteristica
importante do laser é a sua coeréncia ao se pnopegyacoeréncia significa que as ondas de
luz do laser tem uma relacéo de espaco e tempoestando elas sempre alinhadas entre sim
(Figura 5). Por fim, a terceira caracteristica, difere o laser das demais fontes de luz, é o
fato de o feixe ser unidirecional e pouco diverggitigura 6). As ondas de luz do laser se
propagam em uma Unica direcdo e o didmetro do &eixédo é praticamente 0 mesmo apos
percorrer longas distancias (BAGNATO, 2001).

Figura 4 - Representacdo da luz laser com seu espectro monocromatico com apenas um
comprimento de onda e da luz branca com diversos comprimentos de onda em seu espectro
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(Fonte: NEVES, 2005)
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Figura 5 - Representacdo da coeréncia da luz lazer (A) em comparacédo a incoeréncia da luz néo laser

B)

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

Figura 6 - Representacéo da unidirecionalidade do feixe de luz laser, comparado a luz branca que se
propaga em varias direcdes

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

As aplicacbes mais estudadas do laser sdo aqetdasonadas aos efeitos térmicos,
ou seja, quando a energia emitida é absorvidatpeido e subsequentemente transformada
em calor. O chamado laser de alta intensidade, apd¢éncia utilizada é de algumas dezenas
de Watts por centimetro quadrado (W/cm?), age commobisturi, cortando o tecido. O
procedimento cirdrgico torna-se mais seguro dewadomenor grau de sangramento e

melhores condi¢cdes de assepsia. Os tipos de lagsrutilizados para esse fim sdo de gas
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carbonico (CQ), os de Erbio dopado por ltrio-Aluminio-Granadgr:YAG) e Neodimio
dopado por itrio-Aluminio-Granada (Nd:YAG) (MORITZ006).

O Laser de baixa intensidade utiliza uma poténeialdguns miliwatts por centimetro
quadrado (mW/cm?), portanto o seu efeito térmiamigimo ou inexistente. Nestas baixas
intensidades, a energia emitida, quando absorvida, resulta na producdo de calor. Os
efeitos produzidos serdo fotofisicos, fotoquimieoftobiol6gicos. Para que isso ocorra, a
energia deve ser absorvida pelos chamados fotadoeds, ou fotorreceptores; sendo eles
endogenos (usados na LILT — do inglés: Low Intgrissiser Terapy) ou exodgenos (utilizados
para a PDT). Os lasers de baixa intensidade maidagos sdo os de Hélio — Nednio (He-
Ne), Arseneto de Galio-Aluminio (GaAlAs) e Arsenetie Galio (GaAS) (RIBEIRO;
ZEZELL, 2004).

Na PDT, as fontes de luz para a ativacdo do adetdssensibilizante descritas na
literatura variam muito em diversas caracteristitaisialmente foi descrita a utilizacdo de
lampadas de xenénio e utilizacdo de filtros esmasfpara determinados comprimentos de
ondas em lampadas halogénicas. Com o avanco daldgiendo Laser, uma miriade de
modelos surgiu, utilizando diferentes substanc@aa meio ativo para seu funcionamento,
resultando cada uma delas em um comprimento de emdalo diferente. Os equipamentos
de laser ainda possibilitam a escolha de diferergisnes de irradiacdo da luz podendo-se
alterar a intensidade da luz (em watts), a dosendegia irradiada em determinada area (em
joules/cm2) e o tempo de irradiacdo. Mantendo-senemma dose, porem variando a
intensidade ou o tempo de exposicdo, pode-se dikeeentes resultados (CASTANO et al.,
2007).

Atualmente, a diminuicdo dos custos de producé® ldeers de diodo, tornou a
tecnologia acessivel, estando 0s equipamentos npessem consultérios odontoldgicos,

clinicas veterinaria e hospitais, sendo esteszatbs na LILT e na PDT antimicrobiana. O

efeito da PDT contra o cancer com estes equipaméntstudado por diversos pesquisadores.

O presente estudo utilizou um destes equipamenmtogduzido no Brasil com o meio ativo de
Fosfato de Arsénio indio Galio (InGaAIP) emitindz lvermelha visivel, no comprimento de
onda de 660 nm.
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2.3 A histéria da Terapia Fotodinamica

Nesta secdo a PDT é revisada quanto as suasQrgssando pelas pesquisas basicas

até a sua utilizagéo clinica, tanto na medicinadmeguanto na veterinaria.

2.3.1 Dos primordios ao uso clinico

Uma das mais antigas referéncias do uso da luz ¢erapia esta em um dos livros
sagrados do Hinduismo, o Atharvaveda, datado de 440s antes de cristo. Nele € descrito 0
uso das sementes da plamsoralea corylifoliaassociada a luz do sol no tratamento do
vitiligo. Psoralen € o componente fotoativo dessamentes, estando presente também na
plantaAmmi majusque cresce nas margens do rio Nilo. Os antigigEcieg também usavam
extratos dessa planta associado a luz solar nantemito de leucodermias. Atualmente o
Psoralen purificado, associado a irradiacdo comultravioleta artificial, € o tratamento
utilizado para condi¢cdes como o vitiligo, psoriaséose fungoide, entre outras (PARRISH
et al., 1974; LUCROY, 2002; MOAN; PENG, 2003).

O primeiro relato cientifico de uma reacéo fotédmwica foi feito em 1888 pelo
italiano Marccaci (1888 apud SPIKEST, 1997.), onde ele descreveuaumento da
toxicidade de alcaloides (quinina) para com ovosams, enzimas e algumas plantas quando
expostos a luz.

Marccaci ndo deu continuidade a seus estudosmfimiicio do século XX que a PDT
comecou a emergir. Em 1900 Oscar Raab, estudantgrugm do alem&o Herman Von
Tappeiner, estudava o efeito da acridina (um cerd@ranja) nos paramécios (protozoarios
causadores da maléaria) quando percebeu que apdumtempestade elétrica a amostra de
protozoarios sobreviveu por apenas uma hora e gueiado o tempo normal era de quinze
horas. Raab(1900 apud BLUM, 1941; MOAN; PENG, 2003;) reladgiono efeito téxico da

' MARCCACI, A. Sur I'action des alcaloides dans lgmé végétal et animahrchives ltaliennes de Biologiev. 9, p. 2-4, 1888.

>RAAB, O. Ueber die wirkung fluorescierenden stafte infusorienZeitschirift fur biologie , v. 39, p. 524-546, 1900.
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acridina com a exposicdo a luz dos relampagos,fond%on Tappeinet (1900 apud BLUM,
1941; MOAN; PENG, 2003) quem publicou as descobedates do aluno.

Em 1903 o medico dinamarqués Dr. Niels Finsen mcelbpremio Nobel de medicina
por seus trabalhos com o uso da eosina associdu r@o tratamento daupus Vulgaris
(Tuberculose cutanea) (PREMIO NOBEL, 2013). No mesmo o grupo de Von Tappeifier
(1903 apud LUCROQY, 2002.) realizou diversos experitas e determinou como essencial a
participacdo das moléculas de oxigénio nas reacéepartir de entdo, denominadas
Fotodinamicas.

No inicio do século XX o grupo de Von Tappehét905 apud MOAN; PENG,
2003.) fez ainda diversos experimentos com iniUmeooantes no tratamento de tumores de
pele, obtendo bons resultados. Entretanto ndo hoovecompanhamento em longo prazo
dos pacientes e a PDT ficou por um tempo esquepidaavelmente devido ao advento da
terapia oncolégica baseada na radiagéo ionizanB®AMN] PENG, 2003).

Entre os anos de 1908 e 1913 os estudos foraos faitlizando as hematoporfirinas
(Hp), descobrindo-se assim o seu efeito fototoxérn diversos organismos, como 0s
paramécios, eritrocitos de camundongos, cobaiag eem humanos. O meédico alemao
Friedrich Meyer Betz apresentou uma extrema fotasbiizacdo durante dois meses apos a
auto administracao de 200 mg de Hp (MOAN; PENG 3200

Em 1942 os alemédes Auler e Ban¥d942 apud SPIKEST, 1997; LUCROY, 2002.)
descreveram o acumulo preferencial das Hp no tdaisoral implantado em camundongos,
assim como uma maior necrose destes apos a sumadlio e referiram a ocorréncia da
fluorescéncia do tumor durante a iluminacéo.

Na década de 1960 o doutor S. Schwartz produziseemaboratério os derivados da
hematoporfirina (HpD) (DOUGHERTY et al., 1998). @eutores Lipson, Baldes e Gray
(1967), do mesmo grupo que Schwartz, realizaramséra de estudos clinicos utilizando as
HpD, determinando a melhor capacidade de se lecalkiz tecido tumoral através da
fluorescéncia emitida pelo HpD acumulado nas cgln&oplasicas.

* VON-TAPPEINER, H. Ueber die wirkung fluorescierendgoffe auf infusioren nach versuchfunich Medic Wochenschr, v. 47, p. 5-
28, 1900.

*VON-TAPPEINER, H.; JOSIONEK, A. Zer behandlung tiautcarcinomit mit fluorescierenden stofféfunich Medic Wochenschr, v.
47, p. 20-42, 1903.

*VON-TAPPEINER, H.; JOSIONEK, A. Zur behandlung tkwt carcinome mit fluorescierenden stofechive Klindr Medic , v. 82, p.
223, 1905.

® AULER, H.; BANZER, G. Untersuchungen iiber die Rotler Porphyrine bei geschwulstkranken MenscheriTigrén.Zeitschirift
Krebsforsch, v. 53, p. 65-68, 1942.
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Na década de 1970 o grupo do doutor T. J. Douglwidipu o uso da PDT baseada
no HpD para o tratamento de tumores. Em 1975 mwaliz estudos em varios tipos de
tumores em camundongos obtendo cura de longo praaaarios animais (DOUGHERTY et
al., 1975).

Em 1976 o mesmo grupo, utilizando células de cansammamario de camundongos,
descobriu a imprescindivel e determinante partg@pado oxigénio singleto'®,) no
mecanismo de acdo da PDT (WEISHAUPT et al., 1976).

Dois anos mais tarde, em estudo clinico, obtivexspostas parciais ou completas em
mais de 100 tumores de pele e carcinomas maligmogdiersos tecidos (DOUGHERTY et
al., 1978)E em 1979 utilizaram a técnica em carcinomas deamnacorrentes constatando a
sua eficiéncia no controle dos tumores (DOUGHERT #l.¢ 1979).

Dougherty e seu grupo estabeleceram a técnicaegpanr do HpD e patentearam a
producdo em larga escala, seguindo as regras dedelms pelo FDA (Food and Drug
Administration). A saga, de muitos anos, para ahada aprovacdo pelo FDA da PDT
baseada no Photofrin®, é contada por Doughertywdtigacdo de 1996.

Em 1995 o uso do Photofrin® foi aprovado nos Esddoidos para uso em tumores
esofagicos, sendo em seguida aprovado em outresspadmo Franga, Canada, Holanda e
Japdo. A partir de entdo a PDT ficou conhecida coma alternativa no tratamento de
diversos tumores e outras moléstias. Com isso aguEas basicas e clinicas foram
impulsionadas, levando ao desenvolvimento de npka®colos, novos fotossensibilizantes e

novas fontes de luz para a realizacédo da PDT (SETKE997).

2.3.2 No Brasil

No Brasil, os estudos a respeito da PDT se imniaem 1987 com a dissertacdo de
mestrado e tese de doutorado da Dra. Denise Ma&z&llZ na Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), estudando as Hp (ZEZELL, 198391). A tese de doutorado do Dr.
Valdir Carlos Colussi deu continuidade aos tralbslth® Zezell, estudando os efeitos da maior
concentracdo de oxigénio em camera hiperbarica soacdo da PDT (COLUSSI, 1997).

A experiéncia clinica com a PDT comec¢ou em 1998nda o grupo do professor V.
S. Bagnato do Instituto de fisica de Sao Carldgmspital Amaral Carvalho, de Jau, e a escola

de Medicina da Universidade de Sao Paulo em Ribem&to iniciaram colaboracdo
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internacional com o centro de PDT do hospital geealBufalo nos Estados Unidos. A
colaboracdo promoveu o treinamento e conhecimentéticp necessario para a
implementacdo da PDT no Brasil, com isso tambénmpvendo as pesquisas basicas e
clinicas em outras instituicées do pais (BAGNAT@let2005).

Atualmente as pesquisas levaram ao desenvolvindmtequipamento Lince®, que
com o uso do fotossensibilizante precursor da Hggido 5-aminolevulinico (ALA) é usado
no diagnostico, localizacdo e o tratamento do caegele. A técnica esta em fase de testes
clinicos, com bons resultados e os dados obtiddsrgo ser avaliados pelo governo federal

para uma futura adogdo da técnica pelo SistemaldigiSalde (SUS).

2.3.3 Na Medicina Veterinaria

Na Medicina Veterinaria o inicio do uso da PDT tmatamento do cancer foi
contemporaneo aos primeiros testes clinicos em hognaOs estudos iniciais eram
justificados pela busca de modelos animais patalasth PDT e o cancer nos seres humanos
(LUCROY et al., 1996). Nos Estados Unidos, Doughettal. (1981) utilizaram os mesmos
protocolos de humanos em tumores espontaneos sl@ g#os de diversos tipos, tais como:
osteosarcoma, carcinoma, melanoma maligno, mastaaijt fiborosarcoma e metastase de
carcinoma prostatico. As melhores respostas folatidas principalmente nos carcinomas.

Na Italia, Cheli et al. (1984, 1987) publicaramsstastes, com protocolos semelhantes
aos dos americanos, utilizando o HpD. Em difeeritenores de cdes e gatos, como
mastocitoma, fibrossarcoma, carcinoma de célul@zanessas, granuloma eosinofilico e
sarcoma de células reticulares, obtiveram respgsbagtivas, com até treze meses sem
recidiva em um carcinoma oral de céo.

Em 1989 Thoma reportou o uso do HpD em 26 tiposolbgicos de tumores
intersticiais de caes. Os tipos tumorais com ashonet respostas foram mastocitoma,
melanoma, fibrossarcoma, osteosarcoma e sarcorsalulas sinoviais. Os tumores menos
responsivos ao tratamento com a PDT foram carcinoimacélulas escamosas orais,
adenocarcinoma, leiomiosarcoma e hemangiopericitoma

Roberts et al. (1990) descreveram pela primeiraovezo de fotossensibilizantes de

segunda geracdo em tumores de cées, gatos e ssrp&thitalocianina sulfonada de cloro-
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aluminio (CASPc) foi utilizada e as respostas @stitbram semelhantes aos tratamentos por
crioterapia, hipertermia e excisao cirurgica.

Em 1993, também utilizando as Phitalocianinas cdatossensibilizante, Peaston,
Leach e Higgins trataram carcinomas de célulashessas do plano nasal e orelha de gatos.
Obtiveram resposta completa com apenas uma sassdezedos dezenove tumores tratados e
apos duas sessodes, em dois tumores. Observaramntaanbecessidade de manter os animais
longe da exposicéo solar por duas semanas.

Seguindo a busca pelo fotossensibilizante ideatiomse o uso do 2-[l-hexy-
loxyethyl]-2-devinyl pyropheophorbideo (HPPH). O PH#P possui uma menor capacidade de
produzir fotossensibilizagdo prolongada sendo despor Magne et al. (1996) no tratamento
dos carcinomas do plano nasal de felinos. O gruqeve resposta completa em 100 % dos
animais com tumores néo invasivos menores de 1,8Becdidmetro, assim como 100% dos
animais sem recidivas ap0s um ano de acompanhamento

Assim como é usado no homem para o tratamentoipaintente de carcinomas, o
ALA também tem sido usado em animais com 0 mesmpgsito. Em 2000 o grupo de
Lucroy iniciou estudos a respeito dos efeitos eodas, assim como efetividade no tratamento
de carcinomas de células de transicdo da bexigariaide cées. Nos resultados, os efeitos
colaterais foram poucos, como estranguria por doigés dias. O intervalo médio de
progressao sem recidiva foi de 6 semanas, chegandwximo de 34 semanas.

Os carcinomas orais em caes sao bastante invasivogatamento cirdrgico requer
excisdes de grandes fragmentos de mandibula eanaxitCaw et al. (2000) trataram onze
cées com neoformacgdes orais, utilizando o HPPH. €ies foram considerados curados com
intervalos sem recidivas de ate 17 meses. Os aésgltobtidos foram semelhantes aqueles
encontrados em animais tratados com a excisdogmaido tumor, sendo o resultado
cosmético bastante superior com a PDT.

Em 2008, em sua tese de doutorado, Emilio utiliz@omparou a aplicacdo topica dos
precursores da protoporfirina, o ALA e o metil aolavulinato (MEALA) no tratamento do
carcinoma espinocelular dos felinos. Dos dez tumdratados com o MEALA, 30%
apresentaram resposta completa. O MEALA mostromaes efetivo que o ALA quando

utilizados topicamente.
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2.4 Como funciona a Terapia Fotodinamica

Na presente secdo a reacdo fotodinamica da PDTviéada, mostrando seus

mecanismos primarios e secundarios de funcionanmentiestruicao do tecido tumoral.

2.4.1 O Mecanismo da reacao Fotodinamica

O termo reacao fotodinamica foi primeiramente zdaio em 1904 pelo professor
alemdo Herman Von Tappeiner. A escolha do sufixodiaiica” foi, provavelmente, para
diferenciar esta reacdo biolégica daquela que eawrprocesso das fotografias, descoberto
alguns anos antes (MOAN; PENG, 2003).

Apesar das contradicbes em relacdo ao nome daoreag¢ermo reacao fotodinamica
foi descrito por Blum (1941) no seu livro sobreofgensibilizacdo, quando ficou determinado
que tal nomenclatura fosse utilizada apenas parareagbes de fotossenssibilizacao
dependentes da presenca de oxigénio.

A PDT é baseada nas reacdes fotodindmicas queopersma oxidacdo das moléculas
organicas presentes no meio, envolvendo trés taingtis basicos: O fotossensibilizante, a
irradiacdo com luz (com o comprimento de onda nmredibsorvido pela substancia em uso) e
0 oxigénio (CALIN; PARASCA, 2006).

A energia dos fétons, transmitida para as mol&cdtaagente fotossensibilizante (S),
provoca uma transicdo eletrbnica ao estado singigtitada. Conforme a sua estrutura
molecular e 0 ambiente no qual se encontra, tabontd perdera essa energia por processos
fisicos ou eletrénicos ou, como se deseja ha PRTsadrera uma transicao ao estado tripleto
excitada {S). Neste estado, o fotossensibilizante pode anftar um decaimento eletrénico,
retornando ao seu estado fundamental, ndo produzissim o efeito desejado. Para que o
efeito da PDT seja observado, este estado tripbatitado da molécula deve ser bem povoado
e de uma relativa longa duragéo, ocorrendo assindesndois tipos de reacdo possiveis
(RIBEIRO; ZEZELL, 2004).

Na reacéo do tipo I, a molécula do fotossensdnilie reage com outras moléculas
presentes no ambiente (A), como peptideos e lipidizo membrana celular. Através de

transferéncia eletronica ou reagfes de éxido-reguggnsfere sua energia para tais moléculas
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(A"), sendo estas responsaveis pela oxidacio dasutasiédvo (A,). Na reagio do tipo Il (a
principal e mais desejada), a energia, do estaglettr excitado do agentéS) é transferida
diretamente as moléculas de oxigéni®,), produzindo o altamente reativo oxigénio singleto
(10y). Este reagira com as moléculas alvo (A), oxidaasldA,x). Assim, a PDT danifica os
alvos biolégicos (células tumorais, bactérias, @smgirus, etc) principalmente através da
oxidacao de suas estruturas (WAINWRNGHT, 1998; CASD; DEMIDOVA; HAMBLIN,
2004; RIBEIRO; ZEZELL, 2004; CALIN; PARASCA, 2006).

Reagdodotipol: 3S+A — S +A~
AT +30; — Axx
Reacdo do tipoII: 3S +30,— S +1!0;

102+ A — Axx

De modo geral, os dois tipos de reacdo aconteceantdua PDT. A eficiéncia da
reacdo dependera da quantidade de fotossensib@iznumulada no tecido tumoral e a
densidade de energia da luz irradiada neste t¢CilbIN; PARASCA, 2006).

2.4.2 Os efeitos diretos da terapia fotodinamica

Os efeitos diretos da PDT ocorrem principalmentadiea reacdo do tipo Il, com a
formacédo do oxigénio singleto. Este estado da ratdéoossui um tempo de vida bastante
curto (0,01 a 0,04 us), assim como uma limitade&dda de difusdo no meio bioldgico (0,01
a 0,02 um) devido sua alta reatividade. A mortalaelpor necrose se da pela destruicdo que
ocorre nas ceélulas tumorais em termos subcelulateseja, nas proximidades de onde se
encontra a substancia fotossensibilizante na cBW@AN; BERG, 1991).

A localizagdo subcelular do fotossensibilizante ethefera se este € lipofilico ou

hidrofilico. As substancias lipofilicas tendem a ammular na membrana celular e nas
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organelas (mitocéndria, reticulo endoplasmaticoeeniirana nuclear), ja as hidrofilicas tem
um acumulo preferencial nos lisossomos (CALIN; PARA, 2006).

Quando a foto-oxidacéo ocorre nas proteinas ddpith membrana celular a ativacéo
das fosfolipases presentes leva a mudancas na gdahiciede, reducéo da fluidez do mosaico
fluido e a inativacao dos sistemas enzimaticosepteres (GIROTTI, 1990).

Segundo Malik et al. (1993), a inativacao dos siste de transporte na membrana
citoplasmatica (como a bomba de Na/K) e a conségudmspolarizacdo causada sdo fatores
iniciais para o desenvolvimento de danos celulakemativacdo das enzimas mitocondrias
acorre apos as alteragbes em membrana citoplasmatas € considerado um fator chave
para a inducao de morte celular decorrente da IIBJON et al., 1989).

O estresse oxidativo produzido durante a PDT pedarlainda a danos ao Acido
Desoxirribonucleico (ADN), com quebra nas suas ieagenudancas entre cromatides irmas e
producdo de aberragcdes cromossomais (MOAN; WAKSVBHRISTENSEN, 1980;
EVENSEN; MOAN, 1982; GOMER; RUCKER; MURPHREE, 198BENNING et al.,
1994).

2.4.3 Os efeitos secundarios da Terapia Fotodindmic

A maior parte das células tumorais € destruidaspafieitos diretos da PDT. As células
neoplasicas que nao sofreram morte celular pooeeaofrerdo os efeitos secundarios. Tais
efeitos sao as alteracdes vasculares no localldagio da PDT, a iniciacdo da apoptose das
células neoplasicas e a intensa inflamacéo proracwadocal (CALIN; PARASCA, 2006).

Os efeitos vasculares sdo observados in vivo faalen e ocorrem na micro
vasculatura levando principalmente a ocorrénciaesase sanguinea na massa tumoral.
Quando a formacdo tumoral se localiza na pele, adereritema sdo 0s primeiros sinais
visualizados momentos apos a irradiacdo (HENDERSBINGAR, 1987).Em modelos
experimentais foi demonstrada a ocorréncia de agéegda micro vasculatura seguida por
uma vasoconstricdo transitoria, ocorrendo entdodiasacdo, estase sanguinea e hemorragia
local (FINGAR et al., 1992).

A apoptose das células neoplasicas remanesceniga om papel bastante importante

nos mecanismos secundarios da PDT. Na apoptoserta celular ocorre sem que haja
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envolvimento da resposta inflamatéria, formando cospuUsculos apoptoticos, que sao
silenciosamente removidos pelos macréfagos [0EAMIGHERTY et al., 1998).

Oleinick et al. (1991) observaram a ocorréncia deaateristicas indicativas da
inducdo de apoptose rapidamente apos a aplicacB®@iaem culturas celulares de linfoma
de camundongos. Essa rapida apari¢cdo indicariaogémcia da apoptose sem 0S passos
inicias da sinalizacdao da morte celular programadmmo quando induzida por outros agentes
quimioterapicos e a radioterapia.

Em 1996 Webber et al. demonstraram a ocorrénciacélglas apoptoticas e a
fragmentacdo do ADN (decorrente do processo detepe)p apdés a PDT, em tumores
inoculados no subcutaneo de camundongos. A linhadentélulas tumorais utilizada
apresentava resisténcia a inducdo de apoptose @uatadda pelos agentes quimioterapicos
mais comuns.

A PDT promove uma intensa reacao inflamatoria eatetratado, com ativagdo dos
mecanismos do sistema imune inato. Os efeitosditiis na membrana celular levam a
liberacdo de metabolitos que sdo potentes medmdiaeresposta inflamatéria (CALIN;
PARASCA, 2006). A inflamacé&o é primordial na indogia resposta imunologica adaptativa

antitumoral, comentada melhor mais adiante.

2.5 A Terapia Fotodinamica e o Sistema Imunolégico

Na década de noventa o grupo de Dougherty comégeeatigar os efeitos da PDT
sobre o sistema imunoldgico ao observar indicioprdducdo de resposta imune adaptativa
antitumoral. Korbelik et al. (1996) realizaram etuutilizando sarcomas mamarios em
camundongos. Em animais imunocompetentes (BALB/¢)atamento com a PDT curou
todas as lesdes. O mesmo protocolo quando realemadenimais com o sistema imunolégico
deficiente (SCID enude obteve ablacdo total dos tumores, mas ndo proguzura em logo
prazo. Quando linfocitos esplénicos (uma misturdimfécitos T CD4+, CD8+, B, NK e
mondcitos) ou o transplante de medula 0ssea el@a@a nos animais BALB/c para os
animais SCID (Severe Combined Immunodeficiencyyipraente ao tratamento, as taxas de
cura em longo prazo eram restabelecidas. Esteltadd®si demonstraram a participacdo do
sistema imunologico e mais precisamente das céluitsdes nos efeitos secundarios da
PDT.
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Como revisado no topico “2.1.2 A ImunomodulacdoGimcer”, a doenca progride
guando as células neoplasicas conseguem escapscasismos de controle do organismo.
A Caracteristica singular da PDT é a sua capacidadsivar o sistema imunoldgico, inato e
adaptativo, através da inflamacdo aguda decorréatelestruicdo das células tumorais,
produzindo resposta especifica em curto e longoop(@gura 7).

A PDT determina o recrutamento de células inflamasdpara o local do tratamento
em um processo que é vital para remodelar o mids@arte tumoral quanto a sua
caracteristica imunossupresiva. Varios mecanismdgpendentes sdo responsaveis pela
invasédo do local por diferentes células do sistemaologico inato (GARG et al., 2010).

Ja durante a iluminacdo do tumor ocorre a estasguB®a que leva a agregacao
plaquetaria, formacéo de trombo e a ativacao demecomplemento (FINGAR et al., 2000;
KRAMMER, 2001). A ativacdo da cascata de reacOessideema complemento leva a
formacdo dos complexos de ataque da membrana (M@E)diretamente danificardo as

células neopléasicas e as células endoteliais neeateltumoral (CECIC et al., 2005).

Figura 7 - llustracdo representando o mecanismo da imunidade tumoral produzida com a Terapia
Fotodinamica
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(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
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Os produtos da degradacéo do sistema complemeamoipplmente C5a e C3a, sao
extremamente quimiotaticos para os neutrofilosadelo a uma intensa invasdo dos mesmos
no ambiente tumoral (KORBELIK; CECIC, 2008). Tambpela morte das células tumorais
e endoteliais ha a liberacdo de metabolitos dooaaidquidbnico, envolvidos com a atracao
de neutrofilos para o local do tratamento (HENDERSDONOVAN, 1989).

Em termos de expressao genética, o estresse ewidiatiuzido pela PDT inicia uma
vasta gama de vias de transducdo de sinais quamafatores de transcricdo e induzem a
expressdo de genes ligados as citosinas, molédelaslesdo e uma miriade de mediadores
inflamatorios (MATROULE et al., 1999; GRANVILLE ei., 2000).

A populacdo celular no ambiente tumoral de carcemnrem camundongos foi
examinada em varios intervalos de tempo apos a RB1écnicas utilizadas foram marcacao
celular com aniticorpos monoclonais, coloracdo dégh e citometria de fluxo. A grande
invasdo por neutréfilos foi observada ja nos cipdmeiros minutos de irradiacdo da luz,
seguida imediatamente pela invasdo de mastécitoga®células mieloides invadiram o
estruma tumoral em ate duas horas. Os macréfagdos do tumor foram avaliadas
vitro, e demonstraram uma maior atividade contra asasélumorais, sendo mais acentuada
duas horas apds o tratamento. Este trabalho dd, Karbelik e Dougherty (1995) mostrou
que a invasdo por células mieloides esta assocade a ativacdo funcional de células
imunoldgicas da imunidade adaptativa.

Kousis et al. (2007) comparou dois protocolos dd BDe induziam menos ou mais
inflamacdo aguda conforme a dose de energia wdizdtilizando marcadores celulares
especificos de neutrofilos observaram a presengaindote destas células no ambiente
tumoral logo apés o tratamento, sendo esta maistuaa para o protocolo com melhor
capacidade inflamatdria. Observou-se também quearosais com 0 maior grau de
inflamacdo quando desafiados novamente com célukasrais apresentavam uma menor
progressao tumoral, mostrando a relacao da inflamaguda com a induc&o de uma resposta
imune especifica, e de longo prazo, contra o tunatado.

Neste mesmo trabalho de Kousis et al. (2007)aadgr infiltracdo local de neutroéfilos
associada a um melhor controle em longo prazo dlaicionada com a participacdo dos
Linfocitos T CD8+. Tais células foram isoladas, p@ometria de fluxo, do linfonodo dos
animais dois dias apos o tratamento. A contagetimfieitos T CD8+ foi significativamente
maior nos animais tratados com a PDT, quando cadparaos animais tratados com excisao

cirdrgica ou o protocolo com pouca inflamacéao.
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O papel dos neutrofilos na inducéo da respostaénadaptativa frente a patégenos é
bem caracterizado. Os sinais quimiotaticos libesadorutam mondcitos e células dendriticas
imaturas. H4 a maturacéo das ceélulas dendriticagést do contato celular e a secrecéo de
fator de necrose tumoral alfa (TN#y- além da estimulacdo dos mondcitos e a difereéaoia
dos linfocitos T pela liberacdo de IENNATHAN, 2006).

O mecanismo detalhado de indugdo da resposta idginal adaptativa a tumores
iniciado pelos neutrofilos ndo é ainda bem eluadadmo na resposta a patégenos, mas
Kousis et al. (2007) utilizaram animais geneticalmanodificados com maior producéo de
citosinas e a consequente maior invasao tumoras pedutrofilos. A infiltracdo subsequente a
PDT por células T é maior e ha regressao tumorategaeanimais. Ademais, quando
realizaram a deplecéo dos neutréfilos houve a @mlda infiltracdo de linfécitos T CD8+ e
eliminacdo da regressao tumoral.

Um dos mais importantes fatores liberados duraf® B devido a necrose das células
tumorais é a proteina de choque extracelular 7QrgEadlular heat-shock protein 70 —
HSP70). Esta proteina promove, nas células neopksiemanescentes, a formacdo de
complexos citoplasmaticos estaveis contendo argggelmmorais. Estes antigenos sao
expressos na membrana ou liberados intactos dassé@lecroticas, interagindo com as APC.
Esta interacdo ativa e matura as células dendrjtpssibilitando a apresentacéo cruzada de
antigenos tumorais e uma resposta imune antituradegitativa (KORBELIK; SUN; CECIC,
2005).

A capacidade da PDT induzir uma resposta imuncéogidaptativa especifica para
com os antigenos tumorais foi demonstrada em diserodelos experimentais. A producéo
de uma imunidade tumoral em longo prazo foi muitages alcancada. A producdo de
memoria imunolégica através da apresentacdo destégenos a Linfécitos B, e a sua
posterior maturacdo em plasmacitos produtores tieogpos antitumorais, pode ser sugerida,
entretanto a sua demonstracdo em um modelo expeah#edificil e ndo foi ainda realizada
(CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006).

2.6 O Modelo Experimental

Nesta secdo, o Tumor de Ehrlich e o protocolo d& Bidizado no presente trabalho

sao revisados quanto as suas principais caraitasist
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2.6.1 O Tumor de Ehrlich

O avanco nos estudos do cancer e a compreensadivdesos mecanismos
relacionados a sua etiologia, progressao, diagmostitratamento, se deve principalmente a
oncologia experimental. Este ramo da oncologiaisuegm a introdu¢cdo dos chamados
tumores transplantaveis ou transmissiveis. Estesns@ntidos em laboratério através da
inoculacéo seriada em animais suscetiveis ou nuangich cultura celular.

Em 1896, Paul Ehrlich (1906 apud GUERRA, 1983.) isolou células de um
adenocarcinoma mamario pouco diferenciado de caomgad fémeas e inoculou no
subcutaneo de animais da mesma espécie. As c@was capazes de proliferar produzindo
um tumor solido, denominado Tumor de Ehrlich (TE).

O TE foi convertido para a sua forma ascitica poevienthal e Jafin(1932 apud
GUERRA, 1983.) que inocularam as células na caeigeditoneal dos animais, sendo estas
capazes de crescer em suspensdo em um fluidocasdsta suspensdo contendo células
neoplasicas péde entdo ser inoculada, produzindduamor ascitico quando na cavidade
abdominal, ou solido se no subcutaneo dos animais.

O TE se desenvolve em diversas linhagens de camgadsendo isso possivel pela
perda do complexo de histocompatibilidade maiocldase Il (MHC-1I) das células tumorais,
como descrito por Chen e Watkins (1970).

A vantagem do uso do TE como modelo experimentapéssibilidade da contagem
das células do fluido, para se padronizar o nuregato a ser inoculado no animal suscetivel.
Apos 7 dias da inoculacao peritoneal ha presenfaide ascitico viscoso de aspecto leitoso,
contendo células pleomdérficas, com diametro de 2 & zes superior as hemacias, com
nacleos de formas e tamanhos variaveis e nucléola®s ou multiplos (GURRA, 1983;
DAGLI, 1989).

A forma sélida do tumor, com 7 dias de inoculac&osnbcutaneo, apresenta-se
palpavel com a consisténcia firme. Ao exame higtdpgico € caracterizado por parénquima
indiferenciado e estroma delicado. As células rephs sdo arredondadas e apresentam

citoplasma escasso, nucleo central redondo ou eyoidm nucléolos conspicuos e

’ EHRLICH, P.; APOLANT, H. Beobachtungen uber malignausetumorerBerliner Klinnischer Ocheschirift. v. 28, p. 871-874, 1906.

8 LOEWENTHAL, H.; JAHN, G. Ubertragungsversuch mit@aomatoser mause ascitesflussigkeit und ihr \eenh@egen physikalische
und chemischeEinwirkungen. Zeitschirift Krebsforsch . v. 37, p. 439-447, 1932
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pleomorfismo celular evidente, apresentando fremumeente figuras de mitose aberrante
(GUERRA, 1983).

Os estudos a respeito da interacdo do TE comenssimunoldgico iniciaram-se com
Lala (1974) que demonstrou a inflamacéo presentevoducdo da forma ascitica do TE
acompanhada pelo influxo de leucécitos polimorfdeares, mondcitos e linfécitos do sangue
para a cavidade peritoneal, além de uma maior em@@vsanguinea destas células. Observou
também uma maior migracdo ou retencdo de mondgit@ns e macrofagos no ambiente
tumoral indicando o papel funcional destes na eamuumoral.

A diminuicdo da atividade das células NK em aninpaigadores do TE foi descrita
por Pahar e Lala (1985). A populagédo das NK é rdanfiorem a sua atividade é reduzida por
meio da interacdo com células supressoras no aeampedem o amadurecimento das NK.

Guerra (1989) estudando o processo inflamatorianit@ais portadores do TE relatou
uma diminuicdo do influxo celular para um foco amflatério induzido por implante de
nitrocelulose no local de inoculagdo do TE. Araldo ainda o local do tumor sélido,
observou um aumento do potencial fagocitario eadpde de espraiamento dos macrofagos.
Guerra ainda demonstrou a caracteristica imunogé&uocTE, onde animais com 12 dias de
evolucdo tumoral ndo apresentavam crescimento deegomdo implante de células tumorais.

Subiza et al. (1987) utilizaram células de TE adglas com mitomicina e obtiveram a
Imunizacao de varias linhagens de camundongosn@jp@presentavam crescimento tumoral
por até 6 meses quando inoculados com células dgaVEis. Esta protecao foi alcancada em
animais que apresentavam uma maior contagem degtolulina M (IgM) contra antigenos
tumorais.

A populacéo celular do bago de animais portadooe3H foi estudada por Segura,
Barbero e Marquez (2000). Uma diminuicdo rapidegeda de células T CD4+ e CD8+,
juntamente com um aumento transitorio das célulasniBacréfagos foi observada através de
citometria de fluxo. A incubag&o das células egp#ncom enterotoxina B demonstrou uma
menor responsividade das células T CD8+ e dimiouilgiiexpressdo de INF-mostrando a
capacidade de fuga do sistema imune pelo TE. Ademaumento transitorio das células B
explica a producéo das IgM contra antigenos dofgemwado anteriormente por Subiza et al.

A progressdo do TE é acompanhada por importantesagbes no sistema
imunolégico havendo uma menor atividade das célllasitotoxicas e NK, mediada
principalmente pelos macrofagos e células suprasséta uma ativacédo das células B com

producdo de anticorpos contra antigenos tumoraisetanto, a proliferacdo das células
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tumorais supera os mecanismos de controle do @maniresultando na morte do animal
(VALADARES et al., 2003).

O uso do TE como modelo experimental é bem estztelgara diversos tipos de

estudo. O TE é simples de ser mantido e manipukgtajo os mecanismos de progressao e

interacdo com o organismo animal bem caracteriZzddgresente estudo, a caracteristica de

diminuicdo da atividade das células T citotoxicae @rande valia, pois é exatamente onde 0s

estudos mostram que a PDT pode atuar.

2.6.2 O Azul de Metileno

O Azul de Metileno (AM) é um corante histolégicostante conhecido e usado h&
muitos anos, pertencendo a classe dos compostatiaanicos. A banda de absor¢cdo do AM
esta na luz vermelha visivel, entre o0 comprimert@mnda de 550 a 700 nm, sendo 664 nm o
comprimento com melhor absorcéo. A localizacacagdlular do AM foi demonstrada em
lisossomos, com a liberacdo de suas enzimas apéadacdo da luz, e nas mitocondrias,
com efeitos na cadeia respiratoria celular (BAPRHST al., 2005).

A interagdo do AM com a luz, produzindo o efeittofoxico em células tumorais foi
primeiramente observado pelos alemées Berg e amfj§1966 apud KONIG, 1987.), que
utilizaram lampadas de xendnio e aplicacdo intrataldo AM em animais portadores do
TE.

Konig et al. (1987) realizaram protocolo semelhatdede Berg e Junstand, porém a
fonte de luz utilizada foi um Laser de criptbnio igmado luz visivel vermelha nos
comprimentos de onda entre 647 nm e 676 nm. sasiportadores do TE na sua forma
sélida foram tratados com administracdo de soldgidM a 1% intra tumoral e irradiados
com uma potencia de 100mW durante 10minutos (Dadsidle energia ndo mencionada).
Houve reducdo da progressao tumoral em ate 90%amealise histologica determinou a
presenca de necrose e destruicao celular.

Em humanos a PDT com o AM como fotossensibilizémtelescrita no tratamento de
diversos tipos de tumores. Willians et al. (1988)aram carcinomas superficiais na bexiga,

° BERG, H.; JUNGSTAND, W. Photodynamische Wirkung daf solide Ehrlich-KarzinomNaturwissenschaften v. 18, p. 481-482,
1966.
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nao observando efeitos colaterais indesejados. €trthal. (1995) utilizaram o AM no
tratamento de carcinomas esofagicos recorrentdenad respostas variaveis. Em 2004,
Tardivo et al. utilizaram a PDT com o AM em melam@smao elegiveis para cirurgia e em
2006 tratando sarcomas de Kaposi, em ambos os @asoglo bons resultados.

Em estudo mais recente, Baran et al. (2010) comp@saespostas de tumores EMT6
em camundongos sob diferentes regimes de PDT cAiM.cO protocolo com os melhores
resultados utilizou solugdo de AM a 0,5% intratuah@nediatamente antes da irradiacdo com
laser de diodo de potencia 60mW, somando uma doseetgia de 480 J/GmA taxa de cura

foi de 55% com 90 dias sem crescimento do tumor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com terapia fatadiica sobre o crescimento do

tumor de Ehrlich em sua forma soélida e a respostgologica induzida em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito direto do tratamento com a tesafnitodinamica sobre o tumor de
Ehrlich na forma sélida utilizando o Azul de Metite a 1% como fotossensibilizante
associado a um laser de diodo com meio ativo deMi& emitindo o comprimento de onda
de 660 nm e poténcia de 100 mW.

Estudar a evolucdo de um segundo implante do tudeorEhrlich solido em
camundongos tratados com a terapia fotodinamicasax cirdrgica ou sem tratamento de um
tumor de Ehrlich primario apds a evolucéo do tusemundario.

Estudar os componentes da massa tumoral de um cseguonplante do tumor de
Ehrlich s6lido em camundongos tratados com a terfgibdinamica, excisao cirdrgica ou
sem tratamento de um tumor de Ehrlich primario apésgolucao de um tumor secundario.

Estudar os efeitos em o6rgaos linfoides (baco eriodlo popliteo) e na contagem total
de leucdcitos sanguineos em camundongos tratadosacterapia fotodinAmica, excisao
cirrgica ou sem tratamento de um tumor de Ehgigmario apés a evolugdo de um tumor

secundario.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo experimental e procedimentos em geral

4.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos albin@wiss n&o isogénicos, machos,
pesando de 25 a 35 g, oriundos do Biotério do Depento de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade S#® Paulo. Durante o periodo de
experimentacdo, 0S animais permaneceram em caigapoticarbonato forradas com
maravalha, mantidos em sala com aeracdo, exaustélimatizacdo controladas, com
temperatura entre 22 e 24°C, umidade relativa @& &xiclo de luz noite/dia de 12 horas,
recebendo racédo balanceada e aglbbitum A utilizacdo dos animais esteve de acordo com
0s principios eticos de experimentacdo animal daiszio de ética no uso de animais da
FMVZ-USP, protocolo nimero 2235/2011.

4.1.2 Tumor Experimental

Utilizou-se a forma solida do Tumor dehrlich. Originalmente, trata-se de um
adenocarcinoma mamario, de fémeas de camundongao;rgsce em varias linhagens desta
espécie — na forma ascitica, quando inoculadopetitwnealmente, e na forma sélida, quando

inoculado no subcutaneo.

4.1.3 Manutencao do Tumor de Ehrlich

O tumor deEhrlich € mantido na forma ascitica, em camundorgwsss Para tanto,

cerca de 0,3 mL de fluido ascitico, contendo apnaxiamente TOcélulas tumorais, sdo
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colhidos de animais portadores de tumor ascitico inediatamente inoculados
intraperitonealmente em camundongos receptorestsaores. Este procedimento é repetido
a cada 10 dias.

4.1.4 Preparo das Células Tumorais para Inoculacao

O preparo das células tumorais inclui lavagem, agern, teste de viabilidade e
padronizacao das mesmas (DAGLI, 1989).

A coleta foi feita com o auxilio de agulhas e sgaB estéreis descartaveis, colhendo-
se cerca de 3,0 mL de fluido ascitico de um camugol@om Tumor dé&hrlich, inoculado
ha 10 dias na cavidade peritoneal (Figura 8). fisitdo foi centrifugado a 3.000 rotacdes por
minuto, durante 3 minutos. O sobrenadante foi @zgglo, e as células foram ressuspensas
em solugdo salina tamponada e novamente centréisgadte procedimento foi repetido trés

vezes.

Figura 8 - Animal portador do tumor de Ehrlich na forma ascitica

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

Para a contagem, a suspenséao de células foi dauld200, em pipeta de contagem de
glébulos vermelhos, tendo como diluidor o Azul dgdn a 0,1 %, diluido na proporcao de
1:4 em solucdo salina tamponada. No HemocitdmetrdNeubauer contaram-se as células
contidas nos quatro quadrantes externos, ou quasifhdancos” (Figura 9). A férmula final
para a determinacdo do numero de células da sudpémisassim deduzida (CAMPBELL;
CAMPBELL, 1986):
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ne. céls. da ne. céls. fator final
_ X

suspensao contadas

sendo que:

fator final = fator de profundidade X fator de diluigcdo

area contada

onde:

fator de profundidade = 10

fator de diluicdo = 200

2

area contada = 4mm

mm? paramL = x 10°

fator final = 5x10°

As células que adquiriram coloracdo azul, pelo AdelTripan, foram contadas e
consideradas como invidveis. O numero de céluleseptes na suspensao foi ajustado para 5
x 10’ por mL de solugéo, sendo somente utilizadas gserades com viabilidade celular
superior a 90%.

Figura 9 - Hemocitdmetro de Neubauer contendo suspenséo das células tumorais diluidas em azul de
tripan 0,1% para contagem (aumento de 10x em MO)

- - ——p—

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
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4.1.5 Inoculagao dos Animais com o Tumor de Ehrlich

Os animais foram contidos fisicamente, e com dliaucte seringas e agulhas estéreis
descartaveis, receberam 0,05 mL de suspensédo,ndonf5 x 10 células tumorais, no
subcutdneo da regido do dorso (tumor primario) ouint plantar esquerdo (tumor

secundario) e cauda (experimento 1).

4.1.6 Tratamento dos animais portadores do tumorktelich solido

4.1.6.1 Terapia fotodindminca no tumor de Ehrliélido em camundongos

Para o tratamento com a PDT, os animais foram esiadbs com administracao
intraperitoneal de cloridrato de cetamina, na dies&00 mg/kg, associada a xilazina, na dose
de 20 mg/kg. A regido circundante ao local do ¢nescto do TE foi tricotomizada e a
antissepsia do local realizada com alcool iodadom @ auxilio de agulhas e seringas
descartaveis, 0,05 mL dena solucédo a 1,0 % de Azul de Metileno (Synth@)ido em
solucéo estéril de NaCl a 0,9%, foi administradia pga intratumoral. Apos 10 minutos, o
tumor foi irradiado durante 9 minutos, com uma ddse54 J. Para tanto, foi utilizado
equipamento de Laser com meio ativo de InGaAlP iedut luz vermelha visivel, no
comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 100(Rigura 10). Durante a irradiacéo
todos os presentes utilizavam oOculos de protecatorcne as normas de seguranca para a

utilizagédo de equipamentos laser.
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Figura 10 - Equipamento de Laser (Photon vet®) com meio ativo de InGaAlIP emitindo luz vermelha
visivel, no comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 100 mW

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

4.1.6.2 Exciséo cirargica do tumor de Ehrlich séliem camundongos.

Para o tratamento cirargico do TE no dorso dosaisi, estes foram anestesiados com
administracao intraperitoneal de cloridrato de rogta, na dose de 100 mg/kg, associada a
xilazina, na dose de 20 mg/kg. O campo cirargigdriootomizado e a antissepsia do local
realizada com alcool iodado. O tumor foi retiradm blocQ com margens de
aproximadamente 2 mm, e a sutura da pele realicadafio de nylon (4-0) em pontos
simples separados.

4.1.7 Eutanasia e coleta de material biolégico

Ao final dos experimentos os animais foram eutadas, seguindo as normas da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMYZP, utilizando-se camara de £0
Os tumores com 5 dias de crescimento apés inoaulagdcauda (experimento 1) foram
excisados e acondicionados em formol 10%. No exyrio 2, metade dos animais (5 de

cada grupo) foi eutanasiado em camara de €Mutra metade foi anestesiada com a
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administracao intraperitoneal de cloridrato de rota, na dose de 100 mg/kg, associada a
xilazina, na dose de 20 mg/kg e a posterior caletdodo o volume sanguineo via puncéo
intracardiaca, sendo este acondicionado em tuboEDWA. Apds a eutanasia dos animais
foi realizada a coleta do coxim plantar esquerdotesmlo a massa tumoral, sendo
acondicionado em formol 10%. A regido plantar domipe foi excisada o mais rente
possivel ao tecido 6sseo e a massa tumoral foioseoa ao meio no intuito de se visualizar a
regido mais central na lamina histologica.
Os orgaos linféides como o baco e o linfonodo peplesquerdagsi lateral ao tumor

secundario) também foram coletados, pesados e iammatios em formol 10%.

4.1.8 Histopatologico

O material coletado para a analise histopatoléfgicprocessado conforme descrito a

seqguir.

4.1.8.1 Fixacéo

O material coletado foi fixado em solugdo de fddeamlo 10% durante 5 dias e
acondicionados em alcool 70°.

4.1.8.2 Incluséo em parafina

Os fragmentos tumorais ou orgaos linfoides foratmeiramente processados para
inclusdo em parafina. Para tanto, este foi submeti@ passagens de 2 horas em alcool 96°,
trés passagens de 1 hora em alcool absoluto, agassde 30 minutos em xilol, e um banho
de 12 horas em parafina a 60°C em estufa.

Os fragmentos foram entédo incluidos em blocosadafipa, e apos o seu resfriamento

foram acondicionados em geladeira durante 10 msmeoa a retirada das formas.
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4.1.8.3 Corte dos blocos de parafina

Os blocos de parafina contendo o material colettmdam aparados com cortes
realizados em micro6tomo e posteriormente colocadosigua e mantidos em refrigerador a
8° C para a hidratacao das pecas.

Os cortes de 5 micrometros (um) de espessura ftg@os em micrétomo manual
(Leica® RM2235) e, com o auxilio de uma pinca,its fforam colocadas em banho Maria a
45°C. Os cortes foram, entédo, separados delicadarmemantidos na agua até esticarem. Os
cortes foram “pescados” com as proéprias laminageipgmente limpas e desengorduradas.

As laminas foram colocadas em estufa a 60°C dudétieninutos para a adesao dos cortes.

4.1.8.4 Desparafinizagao, hidratagéo e coloracdo HE

Os seguintes passos foram realizados:

XILOL Lo 10min

XILOL v, 10min
XILOL/ALCOOL..........c......... 10min
ALCOOL ABSOLUTO......... 5min
ALCOOL 95°......cceiiiinin, 5min
ALCOOL 70°.....cceviininnnn. 5min

AGUA DESTILADA........... 5min
HEMATOXILINA.............. 4min

AGUA CORRENTE............ 5min

AGUA AMONICAL 3%......... Passagem rapida
AGUA. ..., Passagepida
EOSINA. ..., Imin
ALCOOL 70°.....ccceviininnnn. 5min
ALCOOL 95°......cciiiiiain, 5min
ALCOOL ABSOLUTO......... 5min

Montagem lamina com laminula e resina.

Observacdo em microscopio de luz.
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4.2 Experimentos

4.2.1 Experimento 1

O primeiro experimento foi realizado para se deiear a eficiéncia do protocolo de
PDT selecionado. Para tanto dez animais com o @&ulado na cauda foram utilizados. Um
grupo de cinco animais foi tratado com a PDT entan grupo controle ndo recebeu
tratamento algum. A evolucdo tumoral apés a PDRéompanhada durante 5 dias. Ao final
0s animais foram eutanasiados e 0s tumores cokepadta analise histopatologica.

Através da analise macro e microscopica dos twsrforeleterminada a capacidade do
protocolo de PDT utilizado em produzir os efeitasm@rios comumente observados e
relatados em literatura, como: efeitos vasculamdyzir inflamacdo, necrose tecidual e

retardo na progressao tumoral, quando comparadamaoses nao tratados.

4.2.2 Experimento 2

4.2.2.1 Delineamento experimental

Trinta animais foram inoculados com as célulasudwor de Ehrlich no subcutaneo da
regido do dorso. Apos nove dias (Dia zero), quamdamor apresentava-se palpavel, dez
animais (grupo PDT) foram tratados com a PDT, aemnais (grupo cirurgia) foram tratados
com a excisao cirurgica do tumor e dez animaisp@rcontrole) ndo receberam nenhum
tratamento. Apos 24h (Dia 1) os animais recebenasa mova inoculacéo de células tumorais
no subcutaneo do coxim plantar esquerdo (tumomskeio), e o diametro dorso-plantar do
coxim foi mensurado durante 17 dias. Ao final ogmams foram eutanasiados e o tumor
secundario foi analisado por métodos morfométrecos 6rgaos linfoides e sangue estudados

para avaliacdo da resposta imunologica produzidgai@ 11).
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Figura 11 - Figura demonstrando o delineamento experimental.
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4.2.2.2 Mensuracdo diametro dorso-plantar do coxasguerdo durante crescimento do
tumor de Ehrlich sélido

Ap6s o tratamento os animais receberam a inoculdg&®gundo implante de células
tumorais no coxim plantar esquerdo, e 0 seu di@nuetrso-plantar foi mensurado durante 17
dias. Com o auxilio de um suporte fixo para a cameercoxim plantar dos animais foi
fotografado diariamente em visdo latero-medial.liz#indo-se o programa de uso livre
ImageJ foi possivel determinar o didametro em nundergixels na imagem e, por meio de
uma regra de trés, obter o didmetro dorso-plamtaodim em milimetros (Figura 12).



Figura 12 - Imagem mostrando a tela do programa ImageJ, usado para a tomada das medidas dos
diametros do coxim plantar esquerdo inoculados com o tumor sélido de Ehrlich
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4.2.2.3Morfometria

Os cortes histolégicos do tumor secundario (coxiamtar esquerdo inoculado ha 17
dias com o TE), corados em H&E, foram observadosreonoscopio de luz e a sua analise
foi feita por meio de métodos morfométricos (WEIBEKISTLER; SCHERLE, 1966),

comparando-se 0S grupos experimentais.

4.2.2.3.1 Determinagéo da fragédo volumeétrica dogpomentes da massa tumoral

Os cortes histologicos dos coxins plantares edgearontendo a massa tumoral foram
observados em microscopio de luz Nikon® eclipseOE&@oplado com camera fotogréfica
Nikon® DXM 1200c. Sob 0 aumento da objetiva de xampos (sendo quatro da periferia
e quatro da regiao central da massa tumoral) foi@wgrafados e as imagens foram
digitalizadas pelo programa IMAGE PRO PLUS@Gom o uso do programa ImageJ uma
grade com 35 pontos foi sobreposta a cada imageuar@13). Cada ponto foi determinado
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como sendo: Célula tumoral, infiltrado inflamat@ricecrose ou outro (vasos, musculatura,
subcuténeo, etc.)

Figura 13 — Tela do programa ImageJ usado para a colocacdo da grade com 35 pontos sobre imagem

histologica do coxim plantar esquerdo contendo a massa tumoral (H&E objetiva 20x

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
Nota: A seta preenchida indica local considerado como ponto de necrose, a seta sem preenchimento
indica local considerado como ponto de célula tumoral e a seta pontilhada indica local considerado
como ponto de infiltrado inflamatorio.

Sabe-se que a fracdo da area ocupada por umaiesinuim dado compartimento de
referéncia em um corte bidimensional (ex.: aregpada por pontos com células tumorais
num corte histolégico) corresponde a fracdo de melulessa mesma estrutura no espago
tridimensional do tecido onde ela se encontra. 8asdim, a fracdo volumétrica (FV) pode
ser calculada dividindo-se o0 niumero de pontos dostareferentes aquela estrutura, pelo
ndamero de pontos total contados na massa tumorakFVAfica assim expressa em
porcentagem.

A FV apresentando célula tumoral, infiltrado inflatério e necrose foi comparada
entre 0s grupos experimentais.
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4.2.2.3.2 Quantificacdo das areas de necrose rearhasoral do coxim plantar esquerdo

Cortes histologicos dos coxins plantares esquetdotendo a massa tumoral foram
observados em microscoépio de luz Olympus, model29ZLK com a objetiva de 0,25x,
obtendo-se a imagem de toda a area do corte. Atdwérograma ImageJ, utilizando-se a
ferramenta de selecdo manual, a area total turfmrabtida (Figura 14), assim como a area
de necrose (Figura 15). Com isso ficou determirmg@@rcentagem de necrose presente em
cada corte, sendo essa comparada entre os difeoos experimentais.

Figura 14 - Imagem mostrando a utilizacdo do programa ImageJ para a mensuracdo da area total
tumoral do corte histologico do coxim plantar corado em H&E sob aumento em objetiva de 0,25x
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(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
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Figura 15 - Imagem mostrando a utilizacdo do programa ImageJ para a mensuracdo da area de
necrose presente no corte histolégico do coxim plantar corado em H&E sob aumento da objetiva de
0,25x
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(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

4.2.2.4 Peso relativo do baco

Durante a necropsia ao final do experimento o lb@scanimais foi coletado e pesado.
O peso do baco, em gramas, para cada 100 granpasaeivo dos animais determina o peso
relativo do bago nos grupos experimentais (SELLERS., 2007).

4.2.2.5 Analise histopatoldgica do baco

Os cortes histolégicos do baco dos animais forasemiados em microscépio de luz
determinando a presenca de alterac6es na arqaitiugrgao.
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4.2.2.6 Peso relativo do linfonodo popliteo esqaerd

Durante a necropsia ao final do experimento @tintlo popliteo do membro posterior
esquerdo (ipsi lateral ao tumor secundario) foetzmlo e pesado. O peso do linfonodo, em
gramas, para cada 100 gramas de peso dos anin&isite o peso relativo do linfonodo nos
grupos experimentais (SELLERS et al., 2007).

4.2.2.7 Tamanho relativo do linfonodo popliteo €sda

Apbs a fixacdo em formaldeido a 10% o linfonodplfteo esquerdoigsi lateral ao
coxim inoculado com o tumor secundario) dos aninf@igosicionado com seu diametro
maior horizontalmente, sendo fotografado por canesra suporte fixo (Figura 16). No
programa ImageJ a imagem foi aberta. Em seguida“lerage” no menu inicial foi
selecionado “Type” e em seguida “8-bit”. Novamemi® “Image” no menu inicial é
selecionado “adjust” e em seguida “threshold”, @jondo-se o contraste apropriado e em
seguida “apply”. Entdo no menu inicial selecioneujsrocess” e entdo “Find edges”. Com a
ferramenta “tracing” a area do linfonodo foi seteEida e entdo mensurada em cada imagem
(Figura 17). A &rea do linfonodo, em irpara cada 100 gramas de peso vivo dos animais
determina o tamanho relativo do linfonodo poplites grupos experimentais.

Figura 16 - Imagem do linfonodo popliteo esquerdo usado para a determinagao do tamanho deste. O
tamanho foi determinado através da mensuracgao de sua area em mm? no programa ImageJ
———————————— :
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(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

65



Figura 17 - Imagem do linfonodo popliteo esquerdo processada pelo programa ImageJ para a
mensuracdo de sua area (mm?), determinando o seu tamanho relativo

Results
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(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

4.2.2.8 Analise Histopatoldgica do linfonodo pagdiesquerdo

Os cortes histologicos do linfonodo popliteo esgoi@los animais foram observados
em microscopio de luz determinando alteracbes naitatura do 6rgdo e buscando-se

presenca de metéstases do TE.

4.2.2.9 Contagem total de leucdcitos sanguineos

Ao final do experimento cinco animais de cada grdpram anestesiados e foi
realizada coleta de sangue pela via intracardi®LFENSOHN; LLOYD, 2003). O sangue
foi acondicionado em frasco com EDTA e a contagertedcdcitos circulantes por microlitro
de sangue foi realizada em camera de Neubauarantib-se como diluidor o liquido de
Thoma (GARCIA-NAVARRO, 2005).
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4.2.2.10 Ganho de peso dos animais durante crestint® tumor secundario

O peso dos animais foi mensurado utilizando balatigital ScoutPro®. A afericéo
foi feita no dia zero, quando foi realizada a ifacéo do tumor secundario no coxim plantar
esquerdo, e no dia 17 quando os animais foram &sitaios. A diferenca entre 0s pesos

determinou o ganho de peso dos animais, que fopamdo entre 0s grupos experimentais.

4.3 Andlise Estatistica

Para a analise dos dados foram utilizados os pragaestatisticos Minitab 16®
(Minitab, Inc., Pensilvania, USA) e GraphPad Pri€9go® (GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA). Para verificacdo da normalidade dododautilizou-se o teste de Anderson-
Darling. A homocedasticidade dos dados foi verifecgpelo teste de Barlet. Para os dados
paramétricos foi utilizada a analise de variancOVA seguida do teste de Turkey para
comparacao entre os grupos experimentais. Paradws ¢hdo paramétricos foi utilizado teste
de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn parapayatao entre oS grupos. A curva do
crescimento do diametro do coxim plantar com o tud® Ehrlich foi analisada pelo teste
ANOVA de duas vias. Foram consideradas estatiseodensignificantes as analises com

nivel de significancia p < 0,05. Os dados foranresgos como média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

O protocolo de PDT utilizado foi capaz de induzmediatamente apés a sua
realizacdo, os efeitos vasculares da PDT, sende ebservados como uma area de coloragéo
esbranquicada presente no local do tratamentor@ifA).

Transcorridas vinte e quatro horas do tratamentopbssivel observar area em
processo de necrose, que apresentou aumento goadatnh o transcorrer dos cinco dias,
demonstrado na figura 18 B, C e D. Nos animaistréiados n&o se observou tal evolugdo do

processo de necrose.

Figura 18 - Fotografias da cauda de animal tratado com a Terapia fotodindmica utilizando o
fotossensibilizante Azul de Metileno a 1%

! 4
(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
Nota: Imediatamente apoés irradiagcdo da luz (A), 24 horas ap6és (B), 72 horas apos (C) e 5 dias
apos (D).

A analise histopatoldgica do tumor de Ehrlich iampddo na cauda de camundongos
tratados com a terapia fotodinamica determinoueagmca de areas de proliferacdo tumoral
com o parénquima indiferenciado e estroma delicalle. células neoplasicas sé&o
arredondadas e apresentam citoplasma escassop raeeiral redondo ou ovoide, com
nucléolos conspicuos e pleomorfismo celular evieleapresentando frequentemente figuras
de mitose aberrante. Ha regibes com areas em reergwesenca de grande infiltrado

inflamatoério com polimorfonucleares, monécitos ecroéagos presentes (Figura 19).
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Figura 19 - Fotomicrografia do tumor de Ehrlich na cauda de animal cinco dias ap6s ser tratado com a
terapia fotodinamica utilizando o Azul de Metileno (H&E

e v
(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
Nota: A: E possivel observar regido tumoral bem delimitada, com presenca de infiltrado
inflamatdrio ao redor (H&E objetiva 4x). B: observa-se area de necrose em meio as células
tumorais pleomorficas, de citoplasma escasso, nlcleo redondo ou ovoide de diferentes
tamanhos. Observa-se infiltrado inflamat6rio composto por polimorfonucleares, mondcitos e
macréfagos (H&E objetiva 40x).

5.2 Experimento 2

5.2.1 Mensuracdo diametro dorso-plantar do coximgesrdo durante crescimento do

tumor de Ehrlich sélido

A Tabela 1 mostra e o Grafico 1 ilustra os dadderentes ao didmetro do coxim
plantar esquerdo de camundongos portadores do tdmdthrlich e tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apos deseimaehto de 17 dias de nova inoculagéo
tumoral neste mesmo coxim. A ANOVA de duas viagudiwva de crescimento do diametro

tumoral revelou ndo haver diferenca significatimere os grupos (p > 0,05).

70



Tabela 1 - Média e desvio padrao do diametro dorso-plantar do coxim esquerdo de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apés desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagéo tumoral

GRUPO/DIA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
CIRURGIA 4,038 4,157 4,334 4,381 4,69 4,77 4,758 5,11 5334 5209 5446 5789 6,234 6359 6,278 6,582 6,73
(n=11) 0,225 +0,164 +0,141 0,153 +0,184 0,220 0,390 +0,456 0,568 +0,527 +0,665 +0,676 0,723 0,779 +0,913 +1,019 +1,135
PDT 3,846 3,989 4,078 4,489 4,663 4,89 5013 5,222 5,451 5,882 6,217 6,289 6,356 6499 6,748 6,961 7,068
(n=11) 0,173 0,096 +0,198 0,187 +0,238 0,216 0,326 +0,394 0,553 0,429 0,404 0,438 +0,597 +0,605 0,742 0,840 +0,979
CONTROLE 3,9125 4,106  4,1495 4,3145 4,5305 4,678 4,904 5,0925 5,513 57085 6,046 6,168 6,465 6,6005 6,737 7,008 7,0485
(n=10) 0,178 +0,238 +0,136 0,146 +0,206 +0,115 0,335 +0,265 +0,368 +0,378 0,336 +0,354 0,422 0,534 0,676 0,729 +0,811
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Grafico 1 - Curva de crescimento do didmetro (mm) do coxim plantar esquerdo de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle), pelo tempo
(dias) nos diferentes grupos. Os dados sédo apresentados como média + desvio padrao. Nao houve
diferenca significante entre os grupos (ANOVA duas vias p > 0,05)
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5.2.2 Morfometria

5.2.2.1 Fracao volumétrica dos componentes da massaral

A Tabela 2 mostra e a figura 20 ilustra os daébsrentes a fracdo volumétrica (FV)
dos componentes da massa tumoral. Os dados saessaprem porcentagem. Os
componentes considerados foram células tumorditiyddo inflamatoério, necrose e outras
estruturas presentes (vasos, muasculos, etc.). Asarde variancia ANOVA revelou haver
diferencas significantes na FV das células tumdpais 0,0001) e do infiltrado inflamatorio
(p < 0,0001). O pos teste de Turkey mostrou qu¥ dd-células tumorais é significantemente
maior no grupo cirurgia (p < 0,05), sendo a FV mfdtiado inflamatorio significantemente
menor neste grupo (p < 0,05). A FV de necrose péesantou diferenca significativa entre os
grupos (p = 0,0669).
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Tabela 2 — Média e desvio padrdo da fracdo volumétrica (em %) apresentando células tumorais,
infiltrado inflamatério, necrose ou outras estruturas da massa tumoral do coxim plantar esquerdo de
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) apds desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacédo tumoral

Fragao Volumétrica dos componentes
da massa tumoral (%)

GRUPOS Células tumorais Infiltrado Necrose Outros
inflamatorio

PDT (n=11) 43,03 +9,47 38,22 +6,71 17,31 +5,98 1,42 +1,12

CIRURGIA (n=11) 62,48 £5,73* 24,75 £ 5,69* 11,42 +5,02 1,33+1,04

CONTROLE(n=10) 45,76 + 8,04 38,23 +7,27 14,38 + 5,44 1,57 +1,24

Figura 20 — Fragdo volumétrica de cada componente da massa tumoral do coxim plantar esquerdo de
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) apés desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagdo tumoral. Os dados sdo apresentados
em média + desvio padrdo. * Houve diferenca significativa entre os grupos quanto a quantidade de
células tumorais e infiltrado inflamatério (ANOVA, p < 0,0001). N&do houve diferenca significante entre
0s grupos quanto a necrose (ANOVA p = 0,0669)
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5.2.2.2Area em necrose na massa tumoral do coxim plastpreedo

A Tabela 3 mostra e a figura 21 ilustra os dadferentes a area em necrose na massa
tumoral do coxim plantar esquerdo apds 17 diasndaulacdo do tumor de Ehrlich em
camundongos previamente inoculados com o tumothde&k e tratados com a PDT, cirurgia
ou sem tratamento (controle). O teste de Kruskdli$i@velou haver diferenca significante
na area ocupada por necrose nos diferentes grpped(0007). O teste de Dunn mostrou
uma area de necrose significantemente menor (p5 Gp grupo cirurgia quando comparado

aos grupos PDT e controle.

Tabela 3 — Média e desvio padrdo da porcentagem de area ocupada por necrose ha massa tumoral
do coxim plantar esquerdo de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apds desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacédo tumoral

Grupo Média da drea em necrose (%) Desvio Padrao
PDT (n=11) 16,05 + 6,46
CIRURGIA (n=11) 7,91%* +2,11
CONTROLE (n=10) 13,84 +5,27

Figura 21 — Area em necrose (%) da massa tumoral do coxim plantar esquerdo de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) apds
desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagéo tumoral. Os dados sao apresentados em média +
desvio padrdo. * Houve diferenca significante entre os grupos (Kruskal-Wallis, p =0,0007)
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5.2.3 Peso relativo do baco

A Tabele 4 mostra e a figura 22 ilustra os dadéerentes ao peso relativo do baco de
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tnpatadm PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) apos desenvolvimento de 17 dias de moweulacdo tumoral no coxim plantar
esquerdo. A ANOVA revelou haver diferenca signifiaentre os grupos (p < 0,0001). O pés
teste de Turkey mostrou que o peso relativo do bacggrupo cirurgia foi significantemente

menor (p < 0,05) quando comparado aos grupos Pidhteole.

Tabela 4 - Média e desvio padrdo do peso relativo do bago em g por 100g de peso vivo (PV) de
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) ap6s desenvolvimento de 17 dia de nova inoculagao tumoral

Média peso relativo bago

Grupo (2/100g de PV) Desvio Padrdo
PDT (n=11) 0,4252 +0,063
CIRURGIA (n=11) 0,3280* +0,042
CONTROLE (n=10) 0,4596 +0,072

Figura 22 — Peso relativo do baco (g/100g de PV) de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e
tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) apds desenvolvimento de 17 dias de nova
inoculacdo tumoral. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo. * Houve diferenca
significativa entre os grupos (ANOVA, p < 0,001)
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5.2.4 Analise histopatologica do baco

A figura 23 ilustra o padrdo histoldégico encontrado baco dos camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com RiXTygia ou sem tratamento (controle)
apos desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagfioral no coxim plantar esquerdo. Os
animais do grupo cirurgia ndo apresentaram altesagdorfolégicas importantes nas
estruturas do 6rgdo (Figura 23 A). Nos animais meeberam o tratamento com a PDT
(Figura 23 B) e nos animais que nao receberammigatto algum (Figura 23 C) observou-se
gue a arquitetura do 6rgdo manteve-se preservadeetanto os foliculos linfoides, os
respectivos centros germinativos e zona marginaésaptavam-se aparentemente mais
proeminentes, com areas de coalescéncia dos fidic@bservou-se a manutencéo da
arquitetura das regides de polpa vermelha. Os ashadgerem uma discreta hiperplasia
linfoide do baco nestes animais.

Figura 23 - Fotomicrografia de corte histol6gico do baco de camundongos portadores do tumor de
Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) ap6s desenvolvimento de 17 dias
de nova inoculacdo tumoral (H&E objetiva 4x

7l

LRSS U
(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)
Nota: em A, animal tratado cirurgicamente, com manutencdo da arquitetura do 6rgdo. Em B, animais

tratados com a PDT e em C animais ndo tratados. Em ambos observa-se hiperplasia linfoide discreta,
com coalescéncia das areas de foliculo germinativo.
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5.2.5 Peso relativo do linfonodo popliteo esquerdo

A Tabela 5 mostra e a figura 24 ilustra os daddsrentes ao peso relativo do
linfonodo popliteo esquerdo de camundongos poréaddo tumor de Ehrlich e tratados com
PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) aposelesivimento de 17 dias de nova
inoculacdo tumoral no coxim plantar esquerdo. A AMOrevelou ndo haver diferenca

significante entre os grupos (p = 0,0622).

Tabela 5 - Média e desvio padrdo do peso relativo do linfonodo popliteo esquerdo em g por 100g de
peso vivo (PV) de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem
tratamento (controle) apds desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacéo tumoral

Peso relativo do linfonodo popliteo

Grupo esquerdo (g/100g de PV) Desvio Padrao
PDT (n=11) 0,0328 +0,0056
CIRURGIA (n=11) 0,0246 10,0106
CONTROLE (n=10) 0,0328 +0,0096

Figura 24 - Peso relativo do linfonodo popliteo esquerdo (g/100g de PV) de camundongos portadores
do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) apés desenvolvimento
de 17 dias de nova inoculacéo tumoral. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo. Ndo
houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p = 0,0622)
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5.2.6 Tamanho relativo do linfonodo popliteo esqder

A Tabela 6 mostra e a figura 25 ilustra os dadteyeates ao tamanho relativo do linfonodo
popliteo esquerdo de camundongos portadores dortdmdchrlich e tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apdés desemaehto de 17 dias de nova inoculacao
tumoral no coxim plantar esquerdo. A ANOVA revelmaver diferenca significante entre os
grupos (p = 0,0087). O pés teste de Turkey mogueel 0 tamanho relativo do linfonodo
popliteo esquerdo no grupo cirurgia foi signifimanente menor (p < 0,05) quando

comparado aos grupos PDT e controle.

Tabela 6 - Média e desvio padrdo do tamanho relativo do linfonodo popliteo esquerdo em mm? por
100g de peso vivo (PV) de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apds desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacédo tumoral

Tamanho relativo do linfonodo

Grupo popliteo esquerdo (mm?/100g de PV) Desvio Padrdo
PDT n=11 21,46 + 4,049
CIRURGIA n=11 16,25%* + 5,297
CONTROLE n=10 22,93 +5,117

Figura 25 - Tamanho relativo do linfonodo popliteo esquerdo (mmzlloog de PV) de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) apds
desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagéo tumoral. Os dados sao apresentados em média +
desvio padrdo. * Houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p = 0,0087)
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5.2.7 Analise histopatologica do linfonodo poplitesquerdo

Nos cortes histolégicos dos linfonodos popliteos doimais foi observado padrédo
semelhante entre os grupos (Figura 26 A), ondens@cantes a hiperplasia dos foliculos
linféides e centro germinativo desenvolvido (FigéaB) e ha muitas células mononucleares
fagocitando restos celulares (“tingible body mabeges” ou macrofagos com corpos
cromofilos) nos foliculos linfoides (Figura 26 E). aspecto histopatologico é caracteristico
de hiperplasia reacional dos linfonodos. Observduperplasia da regido paracortical e
interfolicular pelo aumento de células linfoidesc@ nucleo excéntrico, semelhantes a
plasmacitos. Ocorre também hiperplasia dos cord@etulares e hipercelularidade dos seios
medulares, preenchidos por células reticularesgctanizando histiocitose sinusoidal. Em
todos os grupos células com as caracteristicasijgras do TE, incluindo mitoses atipicas,
sdo observadas nas regides subcapsular e intaléolifFigura 27), entretanto ndo foram

encontrados focos de grande proliferacdo tumomlcquacterizariam metastases do TE.

Figura 26 - Fotomicrografias do linfonodo popliteo esquerdo em varios aumentos de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) apos
desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacdo tumoral (H&E objetiva 4x,10x e 20x).

..L:W, X ?z. z'% ¢

Fonte: (DEL-GRANDE, 2013

Nota: Em A, visdo geral do padrao histolégico dos diferentes grupos experimentais (H&E 4x). Em B,
hiperplasia de foliculo linféide com centro germinativo (H&E objetiva 10x). Em C, detalhe da seta
mostrando os macrofagos com os corpos croméfilos (H&E objetiva 20x)
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Figura 27 — Fotomicrografia do linfonodo popliteo esquerdo de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com a excisdo cirdrgica apds
desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacdo tumoral (H&E objetiva 10x e 20x

" . A SN T N .“('

| SOMGESY RALEN N SV WO
Fonte: (DEL-GRANDE, 2013)
Nota: Em A, presenca de células com caracteristicas do tumor de Ehrlich em regido subcapsular (linfonodo popliteo esquerdo de camundongo do grupo
cirurgia) (H&E objetiva 10x). Em B, detalhes das células do tumor de Ehrlich pleomérficas e com figuras de mitose atipicas (H&E objetiva 20x)
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5.2.8 Contagem total de leucdécitos sanguineos

A Tabela 7 mostra e a figura 28 ilustra os daddsreates a contagem total de
leucdcitossanguineos de camundongos portadores do tumanrtienEe tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apdés desemehto de 17 dias de nova inoculacdo
tumoral no coxim plantar esquerdo. A ANOVA revel@o haver diferenca significante entre
os grupos (p > 0,05).

Tabela 7 — Média e desvio padrao da contagem total de leucdcitos sanguineos por mm® em
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) apés desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagédo tumoral

Grupo Leucécitos por mm® Desvio Padrao
PDT 3450 t+ 430,11
CIRURGIA 3500 + 478,27
CONTROLE 3340 +711,86
n=5

Figura 28 — Contagem total de leucécitos sanguineos por mm® em camundongos portadores do tumor
de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) ap6s desenvolvimento de 17
dias de nova inoculacdo tumoral. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrao. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p > 0,05)
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5.2.9 Ganho de peso dos animais durante crescimelotdumor secundario

A Tabela 8 mostra e a figura 29 ilustra os dadéerentes ao ganho de peso de
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tnpatadm PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) durante o desenvolvimento de 17 diasal& inoculacdo tumoral no coxim plantar

esquerdo. A ANOVA revelou nao haver diferenca sigamnte entre os grupos (p = 0,0588).

Tabela 8 — Média e desvio padrao do peso vivo nos dias zero, 17 e o ganho de peso de
camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento
(controle) apés desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagéo tumoral

Grupo Peso dia Zero Peso dia 17 Ganho de peso

PDT (n=11) 39,75 +2,324 41,675 +2,195 1,950+ 1,686
CIRURGIA (n=11) 41,22 +2,175 42,666 + 1,786 1,444 +0,817
CONTROLE (n=10) 38,509 + 2,378 42,727 +1,798 3,218 £2,023

Figura 29 — Ganho de peso de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle) apés desenvolvimento de 17 dias de nova inoculagéo tumoral.
Os dados séo apresentados em média + desvio padrdo. N&do houve diferenca significativa entre os
grupos (ANOVA, p = 0,0588)
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

O estudo da Terapia Fotodinamica entrou na ciémciderna ha mais de 100 anos
com as pesquisas de Raab (1900). Desde o initiataanento do cancer foi foco importante
nas pesquisas, sendo atualmente um meétodo de ératacoadjuvante, aprovado e utilizado
em diversos paises. O seu efeito direto, que leatalado tumoral por induzir necrose, ja é
bem descrito e aceito pela literatura cientifidarnnacional.

Os seus efeitos secundarios, sobre o sistema iggioo] foram evidenciados,
experimentalmente e no tratamento de diversos tipusrais, produzindo imunidade tumoral
com prolongamento do tempo para recidivas ou natést e aumento de sobrevida, quando
comparado as técnicas convencionais (KROSL; KORBELDOUGHERTY, 1995;
CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006; GARG et al., 2010).

A literatura mostra a existéncia de um grande mdrde variaveis, na realizagdo da
PDT, que produzem uma enorme gama de resultadas.finicialmente os tipos de tumores
estudados, experimentais ou em pacientes, sdovdesas origens. Cada um destes tipos
tumorais apresentam particularidades na forma aoetabolizam os fotossensibilizantes, na
absorcdo da luz e na interacdo com o sistema imgicol que provocam variagdes na
resposta do organismo frente a PDT.

A literatura também mostra a utilizacdo de diversatsstancias fotossensibilizantes,
de diferentes estruturas moleculares promovendoagfies na sua localizacao subcelular, seu
tempo de depuragcdo pelo organismo e comprimentonda melhor absorvido. Mais além
existem variacbes na dose utilizada, via de adimagi&o e o intervalo entre administracao e
irradiacéo da luz.

Por fim, a fonte de luz para a ativacdo do ageates$ensibilizante descrita na
literatura varia muito em diversas caracteristielge, os mais utilizados séo os lasers, mas é
descrita a utilizacdo de lampadas de xenénio, l@agpd ED [Light Emiting Diod¢ e
utilizacdo de filtros especificos para determinadomprimentos de ondas em lampadas
halogénicas. Dentro da tecnologia Laser uma miriddemodelos utilizam diferentes
substancias como meio ativo para seu funcionameesoltando cada uma delas em um
comprimento de onda emitido diferente. Os equipaosede laser ainda possibilitam a
escolha de diferentes regimes de irradiacdo dpddendo-se alterar a intensidade da luz (em

watts), a dose de energia irradiada em determidada (em joules/cth e o tempo de
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irradiacdo. Mantendo-se a mesma dose, porem variandntensidade ou o tempo de
exposicao, pode-se obter diferentes resultados TBA® et al., 2007).

Tendo em vista a quantidade de variacOes possiagmsalizacdo da PDT, priorizou-se
a utilizacdo de tecnologia acessivel no mercadmmalc embasando a escolha do protocolo
de tratamento na literatura existente sobre a FA3%im sendo, visou-se estudar os efeitos
produzidos pela PDT quando realizada com o foted#sdéimante Azul de Metileno (AM) a
1% (disponivel e de facil acesso no mercado), adtradlo pela via intra-tumoral e associado
a um laser de diodo (produzido e comercializadmeocado brasileiro), para o tratamento do
Tumor de Ehrlich (TE) na sua forma sélida em canoagds.

Primeiramente camundongos inoculados com o THIsdla cauda receberam o
tratamento com a PDT. A evolucao tumoral foi acommaala durante 5 dias, comparando-se
com animais nao tratados. Os efeitos vascularesitissem literatura (FINGAR et al., 1992;
CALIN; PARASCA, 2006) foram observados logo apésratamento e no transcorrer do
periodo foi possivel observar areas de necrosduccom ulceracfes na massa tumoral,
diferente dos animais nao tratados que ndo apegaemtal aspecto no transcorrer dos 5 dias.

A evolucdo do diametro tumoral ndo foi levada emsateracdo, pois o crescimento
do tumor foi heterogéneo devido ao fato das célulasrais se espalharem pela cauda no
momento da inoculagéo, entretanto ficou claro qpgeamimais néo tratados a evolugdo do TE
solido transcorreu sem a ocorréncia de necrose.

A analise histopatologica dos tumores confirmouresgnca das areas de necrose
tumoral, com a presenca de infiltrado inflamat@riedominantemente de polimorfonucleares.
Tais resultados estdo de acordo com os encontpaid®erg e Junstand (1966) e Konig et al.
(1987) que utilizaram o AM a 1% pra tratar o TEfretanto utilizando fontes de luz e
regimes de irradiacdo distintos entre si e do ptesestudo. Tais autores descreveram a
inducdo de necrose tumoral e a regressao da psagrésmoral com apenas um tratamento,
porem, a ablacéo total dos tumores e a cura dosagmem longo prazo (90 dias) foi obtida
somente em animais que receberam mais de um traame

Baran et al. (2010) apesar de utilizarem o AMS40no tratamento de tumores EMT6
de camundongos, utilizaram um regime de iluminagdon equipamento de laser de diodo
semelhantes aos utilizados no presente estudondibttambém a inducdo de necrose,
inflamacé&o e taxas de cura de até 55% com apenastamento.

Em nosso estudo foi confirmada a capacidade dtogolm de PDT escolhido em
induzir destruicdo do tecido tumoral, com producho necrose e consequente resposta

inflamatodria aguda e ativacdo da imunidade inaend8 esta resposta o gatilho para a



producdo de imunidade adaptativa tumoral especifecamforme relatado na literatura
(KORBELIK et al., 1996; KOUSIS et al, 2007), passaupara a proxima fase do estudo.

Camundongos receberam o implante de células duaTriggido do dorso. Apos 9 dias
(dia 0) de evolucédo os animais do grupo PDT reesber protocolo com o AM a 1%, os
animais do grupo cirurgia foram tratados com as&aicirirgica do TE e os animais do
grupo controle ndo receberam tratamento. Apds 2dsh@ia 1) os animais receberam uma
nova inoculacdo do TE, agora no coxim plantar esiguéumor secundario) e a evolucéo
deste foi acompanhada durante 17 dias (dia 17).

A evolugdo do TE inoculado primariamente no doles animais foi observada,
transcorrendo da seguinte forma nos diferentesogruypo grupo cirurgia, houve retirada total
do tumor, com cicatrizacdo da ferida cirdrgica elguas dias (um animal apresentou
deiscéncia dos pontos, com cicatrizacdo da feraspgunda intencédo). No grupo controle
(sem tratamento) houve progressao tumoral, com @anpeogressivo do didmetro, sem areas
de aparente necrose no final dos 17 dias de ewl{fggura 30 A). Os animais tratados com
a PDT apresentaram os efeitos imediatos caraatedstcom a presenca de ulceracdo da
massa tumoral dentro das primeiras 48 horas (FigorB) e formacédo de crostas. Houve a
cicatrizacd@o das Ulceras em alguns animais at®abdbs 17 dias. Nao houve ablacao total do
TE em nenhum animal tratado com a PDT, pois serafisenassa tumoral palpavel no dorso
dos animais ao final dos 17 dias.

O tumor secundario, inoculado no coxim plantar estdu dos animais, apds o
tratamento do tumor primario, foi mensurado diagate. A curva de crescimento do TE
secundério no coxim plantar dos animais ndo apt@sediferenca significante entre os
grupos experimentais no decorrer dos 17 dias, measelpe-se uma tendéncia da curva do
grupo PDT em se aproximar da curva do grupo cantgbartir do 13° dia, ficando a meédia
final do grupo cirurgia abaixo dos demais. Compaoase apenas este diametro final também

nao houve diferenca estatisticamente significante.
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Figura 30 — Camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT ou sem tratamento
(controle) ap6s desenvolvimento de 17 dias de nova inoculacéo tumoral em coxim plantar esquerdo

(Fonte: DEL-GRANDE, 2013)

Nota: Em A, animal que nao recebeu tratamento no TE do dorso, ao final dos 17 de evolucao do
tumor do coxim. A seta indica o tumor do dorso sem aparente ulceracdo ou necrose. Em B, animal
gue recebeu tratamento com a PDT no tumor do dorso apés 3 dias apresentando area evidente de
necrose tumoral, indicada pela seta.

O aumento do didametro do coxim plantar inoculadm @oTE se da principalmente
por conta da proliferagdo das células tumorais, anasacao inflamatoria produzida no local
também promove algum aumento de volume. Segunderatlira, a PDT induz imunidade
tumoral adaptativa e as células neoplasicas quemtceram no momento do tratamento
serao destruidas posteriormente por linfociton@almente T CD8). A imunidade tumoral
€ sistémica, de longo prazo e nédo se da someritenmay primario. Ocorre também contra as
metéstases e recidivas de tumores espontaneos raoeelos experimentais com células
transplantaveis, quando inoculadas em local dst@mtprimario.

Canti et al. (1996) trataram fibrossarcomas MS# eamundongos com o
fotossensibilizante CASPc e laser de diodo cormregie irradiacdo semelhante ao presente
estudo. Nao houve diferenca na taxa de sobreviaého$s animais quando comparado ao
tratamento cirdrgico, porém quando os animais formwamente desafiados, os tratados
cirurgicamente logo vieram a ébito enquanto osittas com PDT resistiram por ate 100 dias.

Kabingu et al. (2007) utilizaram animais BALBc entores transplantaveis (Colon 26
e EMTG6), tratando com HpD e laser de Arg6nio. Taimores produzem metastases
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pulmonares e estas se apresentaram diminuidasl@pdias comparando com animais sem
tratamento ou tratamento cirdrgico.

No modelo experimental do presente trabalho, egpesa encontrar uma diferenca na
curva de crescimento do TE implantado no coximtplados animais previamente tratados
com a PDT, excisdo cirurgica ou sem tratamentoudoot primario. A ndo existéncia de
diferenca no diametro tumoral pode ser explicadadi@rencas existentes no padréo de
resposta inflamatoria e a consequente variacaaadepacdo tumoral ou inducdo de mais
destruicdo tumoral com areas de necrose. A compaidgs componentes celulares da massa
tumoral foi feita através da morfometria dos turspmmparando a fracdo volumétrica (FV)
de células tumorais, infiltrado inflamatério e resg. Uma das razdes para esta ampla
variacdo da resposta, revelada por elevados vattwedesvio padrdo, foi a linhagem de
camundongos escolhida. Camundongos Swiss ndo g§énisos, portanto suas respostas
variam mais acentuadamente quando se compara ardmanesmo grupo. E possivel que se
tivéssemos utilizado camundongos BALB/c teriamagpastas mais homogéneas entre o0s
animais de mesmo grupo, e diferencas estatistid@m&gnificantes poderiam ser mais
facilmente observadas.

A média da FV da massa tumoral ocupada por céltiasorais do TE foi
estatisticamente igual entre o grupo PDT e o ctstroas significativamente menores que a
média do grupo cirurgia. A FV ocupada por infilwaithflamatorio apresentou este mesmo
padrdo, onde os grupos PDT e controle foram semtelhaentre si e significativamente
menores que no grupo cirurgia. Na FV ocupada perose as médias observadas nao
apresentaram o nivel de significancia desejadq@® énas foi muito proximo, sendo este p =
0,0669. Isto pode ser explicado pelo fato de a R\hecrose ser a menor dos 3 componentes
observado (tumor, inflamacéo e necrose), ndo adckmgportanto, uma amostra suficiente
para confirmar estatisticamente a diferenca.

Ao se comparar a totalidade da area tumoral e @eptagem desta ocupada por areas
de necrose a diferenca significante entre os grgeofez presente, ou seja, a média da
porcentagem de area ocupada por necrose na massaalosecundario foi estatisticamente
igual entre o grupo PDT e o grupo controle, serslasesignificantemente maiores que a do
grupo cirurgia.

Apesar de a curva de crescimento tumoral ndoidéatre os grupos, a morfometria
do TE secundario mostrou haver diferencas nas stspoentre 0s animais tratados
cirurgicamente e os animais tratados com a PDT seos tratamento do tumor primario,
conforme descreve a literatura (CANTI et al., 198&LIN; PARASCA, 2006; KABINGU
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et al., 2007). Os animais tratados cirurgicameptesentaram maior proliferagao tumoral, um
menor infiltrado inflamatoério no local e uma memuoducdo de necrose da massa tumoral.
Estes resultados indicam que os animais tratadosacexcisao cirdrgica do tumor primario
nao passam pela inflamacdo aguda do sistema irmate produzida pela PDT e a sua
consequente inducdo de resposta imune celular atl@ptcontra o tumor tratado,
consequentemente a proliferacdo tumoral é maiocare® sem inducdo de inflamacao
importante, ao contrario de como se observou noraa tratados com a PDT e 0s sem
tratamento.

Os ¢drgédos linfoides e a contagem de leucdOcitogusaaos dos animais foram
avaliados no intuito de se estabelecer diferengagopadas no sistema imunolégico dos
animais tratados com a PDT ou excisdo cirurgicatwhoor. Assim como observado na
morfometria dos tumores secundarios, a andlise dg&os linfoides também mostrou a
semelhanca de respostas entre o grupo PDT e o gmmotratamento, diferindo estes do
grupo tratado cirurgicamente.

O peso relativo do baco apresentou diferencafgignte entre os grupos. Os valores
obtidos foram maiores nos grupo PDT e controle,epdd indicar que nestes animais o
sistema imunoldgico mostrava-se mais estimulado.arfalise histopatolégica mostrou
hiperplasia de polpa branca, confirmando a susgeitam maior estimulo imunoldgico nestes
grupos. Estes resultados corroboram com Koberlikl.e{1996), quando demonstraram o
papel das células esplénicas na inducdo da imumidiaghoral produzida pela PDT ao
transferir células esplénicas de animais previaenérdgtados com a PDT para animais
imunossuprimidos. Nestes animais a PDT ndo prorsavas, porem ao receber tais células
do baco as taxas de cura voltam aos niveis dosangam comprometimento imunoldgico.

Ao se analisar o linfonodo popliteo esquerdo, @rty@foide regional do membro
inoculado com as células do TE observou- se gee @aso relativo ndo apresentou diferenca
estatistica significante entre os grupos. Entretantalor do nivel de significancia encontrado
foi p = 0,0622, sendo este bastante préximo dorvadasiderado significante para haver
diferenca estatistica entre os grupos. Na anatigardanho relativo deste mesmo linfonodo, a
diferenca entre os grupos foi significante, confinio a semelhanca de respostas entre 0s
grupos PDT e controle, sendo maiores que no grupm@. Kousis et al. (2007) obtiveram
resultados semelhantes ao avaliar por citometriglide® os componentes celulares do
linfonodo de animais tratados com a PDT, nesteppulpcdo de linfocitos T CD8 no
linfonodo regional € maior que em animais tratados a excisdo cirargica do tumor. A

andlise histopatolégica dos linfonodos ndo mostidarencas na arquitetura tecidual do
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orgéo nos diferentes grupos e a presenca de céhmass caracteristicas fenotipicas do TE
foram observadas ocupando o espac¢o subcapsulaydes @s animais inoculados no coxim
plantar, conforme observado anteriormente por agg9).

A contagem total dos leucdcitos sanguineos naesaptou diferenca significante
entre 0s grupos, assim como o0 ganho de peso dasaianidurante o periodo de
experimentacdo. A média de peso dos animais séamiato do tumor primario apesar de
nao ser estatisticamente significante, ficou aciea demais. Nestes animais o tumor
primario teve um crescimento progressivo, enquant® outros dois grupos houve uma
menor progressao tumoral (grupo PDT) ou nenhumgr@ssao (grupo cirurgia), explicando
esse ligeiro aumento do peso vivo final nos animactratados.

A analise dos resultados obtidos mostra, claragpente os animais tratados com a
excisao cirargica de um TE primario quando desafiatbm uma nova inoculacédo de células
tumorais apresentam uma resposta imunolédgica lecalstémica diferente dos animais
tratados com a PDT e os animais que nao forandtstaonforme amplamente descrito na
literatura.

A semelhanca das respostas entre os animais dsatzaam a PDT e os que nao
receberam tratamento do tumor primério, pode sglicaxia pelo fato de o tumor de Ehrlich
ser imunogénico. Conforme relatado por Guerra (1288mais inoculados com o TE na sua
forma solida quando inoculados novamente em umnsieglocal, ap6s 12 dias da primeira
inoculacéo, ndo havera progressao do tumor sedgandar

No presente trabalho os animais foram tratados @aiias de progressdo do tumor
primario. Nos animais tratados com a excisdo dicarg estimulo imunoldgico cessou antes
dos 12 dias necesséarios para induzir imunidadetaqor houve crescimento do tumor
secundario e menor ativacdo do sistema imunolo¢pservado na analise dos o6rgéaos
linfoides e morfometria) frente ao novo desafio amtulas tumorais.

Nos animais que ndo receberam tratamento as célalagnor primario continuaram
presentes até o 12° dia, alcangando o tempo neicegaéa producdo de imunidade tumoral.
Com isso observa-se que nestes animais o tumonddto sofreu maior acdo do sistema
imunologico, apresentando menos proliferacdo, nmdiamacdo e mais necrose da massa
tumoral. A analise dos érgaos linfoides também roastima maior agdo do sistema imune
nestes animais quando comparados aos animais plo grurgia.

Nos animais tratados com a PDT observamos resgestalhante aos animais nao
tratados. Quando comparados aos animais do grupgiei apresentaram menos proliferacao

tumoral e mais inflamacéo e necrose do tumor seécimdalém da maior resposta sistémica
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vista na analise dos 6rgados linfoides. Tais redotasdo compativeis com a literatura
consultada. Entretanto, como mencionado anteriadenes animais tratados com a PDT nao
apresentaram ablacédo total das células do tumm@agao, portanto as células remanescentes
podem ainda ter exercido papel importante na irmagiimunidade tumoral, podendo esta
ser a explicagao para a semelhanga com o grupmtaem tratamento.

A literatura cientifica mundial mostra claramenteldencéo de ablacéo tumoral pela
terapia fotodinamica e a sua capacidade de promoweridade tumoral, tanto em modelos
experimentais como tumores espontaneos. A suzagdo clinica € aprovada em diversos
paises e vem crescendo conforme alcanca visibdigeda comunidade médica e novos
protocolos mais efetivos sao desenvolvidos. O msegande agédo da terapia fotodinamica no
tratamento do cancer ja € bem descrito e aceitmmanidade cientifica, porem com lacunas
a serem preenchidas pelas pesquisas futuras.

O presente trabalho demonstra a capacidade da PDpreduzir destruicdo das
células tumorais. Mostra também a inducéo de réspoamatoria do sistema imune inato,
levando possivelmente a ativacdo do sistema imudaptativo. Tais informacdes
complementam o conhecimento ja adquirido sobreoodasPDT no tratamento do céncer e

fortalecem a busca por métodos cada vez mais mtisano tratamento de tumores solidos.
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7 CONCLUSOES

A terapia fotodinamica foi capaz de produzir efeisobre o crescimento do tumor de Ehrlich
solido inoculado em camundongos, induzindo necwmseflamacdo aguda, assim como
produziu diferencas no padrdo de resposta imurgdéguando comparado aos animais

tratados cirurgicamente.
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