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RESUMO

GUZOVSKY, E. M. Analise de alteracdes histopatologicas e celulares em tecidos de
camundongos C57BL/6J inoculados com células de melanoma experimental B16F10 por
via subcuténea e tratados com o imunomodulador Imiquimod 5%. 2011. 96 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sédo Paulo, Séo Paulo, 2011.

Aldara® (Imiquimod 5%, 1-(2-methylpropyl)-1H-imidazo[4,5- c]quinolin-4-amine) € uma
imidazoquinolina modificador da resposta imune usado principalmente no tratamento de
verrugas genitais causadas por herpes virus, € um agonista do TLR-7, ativador de células
dendriticas (DC) e indutor da transcricdo de diversas citocinas que favorecem a imunidade
mediada por Thl. O objetivo deste estudo é avaliar o crescimento tumoral, a formacgéo de
metéstases em 0rgdos internos, a atividade do sistema imune e o tipo de morte celular
induzido devido ao tratamento topico com Imiquimod 5%. Camundongos da linhagem
C57BL/6J, machos, de 2 meses de idade e peso entre 199 e 22g, provenientes do Biotério
Central do Instituto Butantan foram inoculados com 5x10* células de melanoma murino
B16F10 por via subcutanea na regido dorsal. O farmaco Imiquimod 5%, na dose de 5mg, foi
aplicado topicamente no local da inoculacdo uma vez por dia até o fim do experimento, em
dois grupos experimentais, um inoculado com células tumorais e outro ndao. Em paralelo,
outros dois grupos, um inoculado com células tumorais e outro saudavel, ndo receberam
tratamento, para fins comparativos do efeito do farmaco somente, do desenvolvimento
tumoral sem tratamento e de animais saudaveis sem intervencdo. Os animais foram pesados e
seus tumores medidos a cada 2 dias com paquimetro para o calculo do volume tumoral pela
formula: (comprimento) x (largura)® x (w/6). Para observar a progressio do tumor e do
respectivo tratamento, animais foram sacrificados em quatro tempos diferentes,
imediatamente submetidos a necropsia para a identificacdo macroscopica de nddulos ou
massas tumorais em 0Orgédos internos, vascularizacdo e posterior inclusdo em parafina para
analise histologica. Tumor, pele, Baco, linfonodo e pulméo foram observados em histologia
pela coloracdo HE para observar a migragdo das células do sistema imune e das células
tumorais nos diversos 0rgaos e sua integridade. Por fim foram feitas analises dos tumores por
citometria de fluxo com caspase-3 e anexina-v para investigar a inducdo de apoptose e/ ou
necrose nos tumores desenvolvidos nos animais.

Palavras-chave: Melanoma. Imiquimod. Apoptose. Histologia. Citometria de fluxo.
Camundongo. B16F10. C57BL/6J.



ABSTRACT

GUZOVSKY, E. M. Histopathologic analysis of murine C57BL/6J tissues and cells
innoculated with B16F10 melanoma cells subcutaneously, treated with the
immunemodulator Imiquimod 5%. 2011. 96 p. Masters thesis (Biotechnology) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2011.

Aldara® (Imiquimod 5%, 1-(2-methylpropyl)-1H-imidazo[4,5- c]quinolin-4-amine) is an
imidazoquinolin known as an immune response modifier used mainly on genital warts caused
by herpes virus infection. It is a TLR-7 agonist and activator of dendritic cells (DC), and by
the induction of transcription of several cytokines involved on Thl immunity mediation. This
study's objective is to evaluate tumor growth, development of metastasis within internal
organs and the immune system's function, due to the topical treatment with imiquimod 5%.
C57BL/6J mice, male, with about two month of age, with weight arround 20g, were aquired
at the central animal laboratory of the Butantan Institute. Two groups were inoculated with
5x10* B16F10 mice melanoma cells subcutaneously at the dorso region, and only one of them
treated with 5mg of imiquimod 5%, applied topically at the injection site once a day until the
end of the experiment. Followed by a second round of two groups without treatment, one of
then injected with cells and the other one as a healthy group, establishing control groups for
the experiment, evaluating the effects of the treatment and tumoral growth alone. In order to
evaluate tumor growth, every two days animals got their tumors measured with a paquimeter
and tumor volume established by the formula: (width) x (length)? x (/6). In order to observe
the tumor progression and treatment effects, groups of animals were sacrificed on four days
apart and immediately submitted to necropsy and observed for its tumor development within
internal organs, vascularization and posterior inclusion of the organs in paraffin for
histological analysis. Tumor, skin, spleen, limph node and lung were colored with HE for
histological analysis of migrating immune system cells and tumoral cells in the organs and
describing its integrity. For the investigation of the induction of apoptosis and/ or necrosis,
tumors were analyzed by flow citometry with caspase-3 and anexin-v antibody.

Key words: Melanoma. Imiquimod. Apoptosis. Histology. Flow Cytometry. Mouse. Mice.
B16F10. C57BL/6J.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Todas as forgas quimicas e fisicas provindas de populacbes celulares ao redor do
tumor, ou seja, 0 microambiente molda o desenvolvimento e a progressao das neoplasias. A
manipulacdo destas forcas é uma opcao terapéutica bastante atrativa, dada a complexidade dos
tecidos. Tumores que tiveram sucesso em seu local de origem passaram a influir e/ou
depender de fatores do microambiente. Atualmente, células precursoras que sofreram mutacao

sdo grandes suspeitas por iniciar um tumor.

E convencional o discurso de que o tumor é proveniente de célula somatica que
adquire mutacdes que fazem com que prolifere mais do que as células vizinhas. Portanto as
células tumorais sdo vulneraveis a algum agente cuja atuacao se da na interrupcdo do ciclo
celular como radioterapia, quimioterapicos citotoxicos e recentemente terapias alvo, com
maior especificidade. Mas esta € uma visdo simplificada. Tumores existentes se adaptam,
como se estivessem em simbiose com o ambiente celular, cooperando com diversos processos

fisioldgicos, o que facilita seu crescimento e progresso.

A organogénese se da atraves de sinais quimicos entre diversos tecidos de um érgéo,
tal qual entre o epitélio e o estroma. A complexidade deste ambiente é devido a presenca de
moléculas sollveis como fatores de crescimento, citocinas, hormdnios e proteases, moléculas
insoliveis como componentes da matriz extracelular e interacGes diretas célula-célula. Tanto
células normais, mas especialmente as células tumorais, habitam um ambiente celular
complexo e heterogéneo com células do estroma, endoteliais, linfécitos, macréfagos,
mastdcitos, e outras. E de senso comum atualmente que a biogénese do tumor se da através

da adaptacdo do tecido tumoral aos componentes celulares disponiveis no tecido.

Desde as primeiras investigagdes em casos de cancer (ROUS; KIDD, 1941),
macrofagos sdo observados no microambiente de diversos tumores sélidos, portanto, acredita-
se que seria uma tentativa de ataque ao tumor através da resposta imune. Estudos indicam que
este infiltrado de celulas imunologicas € um péssimo progndstico, ja que as mesmas, como
macrofagos, secretam fatores de crescimento, citocinas e proteases que acabam por facilitar a
progressdo do tumor (POLLARD, 2004).



Foram observadas similaridades entre o estroma tumoral e feridas (DVORAK, 1986),
e foi observado que feridas e inflamacao podem estimular a progressao de tumor. Portanto o
tecido normal com sua arquitetura e microambiente intacto pode ser considerado um
supressor tumoral, ja que a disrupcdo desta harmonia através de feridas, inflamacao ou ruptura
da membrana basal por proteases, facilitam a expansdo de células com mutagdes ou podem
até causar instabilidade genémica (KENNY; BISSELL, 2003).

Estudos epidemioldgicos indicam que um sexto dos casos de cancer em humanos,
estdo associados a processo inflamatdrio crénico devido a infeccdo viral ou bacteriana
(COUSSENS; WERB, 2002). Séo casos que apontam a inflamacdo cronica causada pelos

agentes como um dos responsaveis pela tumorigénese.

1.1.1 Céancer de pele

1.1.1.1 Principais causas

Células em tecidos normais mantém um balanco homeostatico ao longo de sua
existéncia, no qual crescimento e diferenciacdo sdo dinamicamente controlados por morte
celular. Para o estabelecimento e manutencdo da funcao e estrutura de um 6rgao normal, as
células devem permanecer em suas localizacdes pré-determinadas. O balancgo entre as células

¢ alterado durante uma lesdo celular ou desenvolvimento tumoral.

Existem atualmente descritos trés tipos de cancer de pele: carcinoma de célula basal
(carcinoma basocelular - CBC), carcinoma de célula escamosa (carcinoma espinocelular -
CEC) e melanoma maligno (MM) que é originado por transformacgdes sofridas pelo
melandcito. A etiologia das neoplasias cutaneas esta relacionada, principalmente, com a
exposicao cronica a radiacdo solar desde a infancia e também a predisposicdo genética, a pré-
existéncia de doencas congénitas como nevo congénito, nevo displasico, o xerodema

pigmentoso, apresentando a mesma prevaléncia entre homens e mulheres.

Além da relagdo direta entre o surgimento destas neoplasias e a maior exposi¢do aos
raios ultravioleta (UV), no melanoma, esta relacdo é mais complexa, pois o fator principal é a
exposicdo sem protecdo intermitente e ndo continua que possui um efeito cumulativo
(BUXTON, 2003).



Na pele, a radiagdo UV pode danificar ou modificar um ou mais genes, como algum
responsavel pelo crescimento ou divisdo celular. Se estes genes ndo forem reparados pelos
diversos mecanismos de reparo de nosso organismo e acumularem mutacGes, as células
afetadas podem dar origem a um tumor. O céncer € caracterizado pelo acumulo de mutacGes
no decorrer da vida de um individuo, portanto a maior incidéncia de melanomas é em adultos

e idosos.

Freedberg et al. (2003) encontraram mutacdes frequentes em determinados genes
caracteristicos em melanomas. Algumas sdo mutacdes tipicamente herdadas, e a maioria é
devido a exposicao aos raios UV. Um individuo que possui melhor atividade dos mecanismos

de reparo do DNA (&cido desoxiribonucleico) pode evitar o desenvolvimento de lesdes.

A evidéncia de que as pessoas de pele clara tém maior pré-disposicdo para o
desenvolvimento deste tipo de cancer é fortalecida ao verificar que os coeficientes de
ocorréncia, em populacfes de raca negra e amarela, sdo inferiores as de raca branca, mas a
relagcdo entre 0 melanoma e a exposi¢do solar ainda néo foi totalmente esclarecida (GREEN;
O'ROURKE, 1985), ndo parecendo ser tdo direta como no caso dos outros tumores de pele
ndo-melanociticos. A hipotese de que o melanoma esteja relacionado a exposi¢fes solares
intermitentes intensas ja foi descrita por muitos autores (ELWOOD et al., 1985; OSTERLIND
etal., 1988).

Outros fatores devem estar envolvidos dentro da etiologia do melanoma cutaneo. O
trabalho rural, bem como os habitos de lazer e de atividades esportivas ao ar livre, favorece
enormemente a exposicao solar no Brasil. Por outro lado, a grande miscigenacao de etnias no
pais dilui, em parte, o risco de ter pele clara, originaria da raca branca (SCHOTTENFELD;
FRAUMENI, 1982). No entanto, ha no pais populacdes de maior risco para o cancer de pele,
em geral, representadas por descendentes de europeus. Nas regides sudeste e sul, onde foi
mais intensa a concentracdo de imigrantes da Europa Central, existem comunidades que, por
razdes geogréficas, sociais e culturais sofreram pouca ou quase nenhuma miscigenacao racial.
Consequentemente, estas comunidades expressam risco importante, por suas caracteristicas

raciais, para o desenvolvimento de cancer de pele.



1.1.1.2 Melanoma maligno

O estabelecimento do melanoma maligno é um processo que envolve varias fases. O
primeiro estagio da neoplasia seria 0 estabelecimento de um nevo displasico, que apresenta
uma estrutura atipica. A fase de crescimento radial da neoplasia € considerada a primeira fase
maligna. A fase do crescimento vertical se dd& com o rompimento da camada basal da
epiderme e invasdo da derme pelas células tumorais. Estas células ja apresentam capacidade
metastatica, podendo chegar até os vasos sanguineos e disseminar a doenca para outros

orgdos, formando as metastases (HERLYN et al., 1985).

Dentre as maneiras pelas quais melanocitos normais podem se tornar malignos estéo
as mutacdes somaticas, como a que ativa 0 gene BRAFV600E, presente em alto percentual de
melanomas malignos (SONDERGAARD et al., 2010), demonstrando o papel fundamental da
via de sinalizacdo da map-quinase (proteina ativada por mitégeno), na qual estdo incluidas
diversas moléculas sinalizadoras do ciclo celular. Alguns destes genes apresentam mutacdes
em casos de melanoma maligno (ELLERHORST et al., 2011; ROSSO et al., 2009). Diversos
genes importantes para a proliferagcdo celular séo ativados por esta via, como as ciclinas D1,
D2 e D3 (conferem autosuficiéncia no crescimento tumoral), VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor - fator de crescimento vascular endotelial, responsavel pela angiogénese),
MYC (causa perda de sensibilidade aos sinais de parada do crescimento celular), integrinas
(atuam na invasdo tecidual e metastase) e MDM2 (Murine Double Minute 2 - proto-oncogene
que atua na evasdo da apoptose, proliferacdo acelerada e angiogénese) (POULIKAKOS;
ROSEN, 2011).

Células-tronco tumorais (CTTs), descritas pela primeira vez em céancer de células
hematopoiéticas, sdo células que teriam a capacidade de originar metastases, que ndo podem
ser estabelecidas por qualquer célula tumoral (HAMBURGER; SALMON, 1977,
ZABIEROWSKI et al., 2011; REYA et al., 2001). No caso do melanoma, houve controveérsia
quanto a existéncia das CTTs (QUINTANA et al., 2008), mas pesquisas recentes confirmam
que existem melandcitos com marcadores de células progenitoras (CD271 ou ABCBS5) que
podem ser caracterizados como células tronco tumorais (GIROUARD; MURPHY, 2011).



1.1.1.2.1 Metastatizacéo

O cancer ¢ amplamente estudado pelas suas habilidades de invasdo e metastase.
Ambos os processos sdo baseados na alteracdo da integridade do tecido onde se encontra. Esta
alteracdo tecidual causa uma resposta inflamatoria sinalizada por citocinas, que representam
um estimulo para a ativacdo da resposta imune inata assim como tambeém recruta células
dendriticas através de antigenos especificos que por sua vez ativam células T (KULKARNI;
KARLSSON, 1993). Se durante a invasdo tecidual o tumor em desenvolvimento gerar um
antigeno novo consequente da instabilidade genética, é possivel que este antigeno seja
apresentado ao sistema imune como parte do ambiente inflamatorio associado a lesdo
tecidual. Se o individuo estiver imunocompetente, este antigeno sera visto como estranho,
desencadeando uma forte resposta imune de célula T para eliminar o tumor. Neste caso, 0

tumor pode ser eliminado antes de se tornar perceptivel.

A habilidade de metéstase e invasdo de tecidos € uma caracteristica importante em
células tumorais, freqlientemente complicando as terapias e determinando o progndstico do
paciente. Embora sejam mecanismos complexos, 0 aumento da motilidade celular é um fato
que pode influenciar na metéstase e invasao. A motilidade celular é controlada principalmente
pela reorganizacao do citoesqueleto de actina e pela adesdo a proteinas da matriz extracelular
(LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996; MITCHISON; CRAMER, 1996;
SCHWARZBAUER, 1997).

Sob condi¢bes normais, a homeostase determina a disposicdo da célula para
permanecer estavel, proliferar, se diferenciar ou se submeter & apoptose. Os queratindcitos
contribuem para o controle do crescimento e comportamento dos melandcitos, através de um
complexo sistema de fatores de crescimento paracrinos e moléculas de adesao entre células.
Alteracdes neste delicado balanco homeostatico podem induzir variacdes nas moléculas de
adesdo e comunicacao entre células para o desenvolvimento do melanoma (HAASS et al.,
2005).

Um processo denominado transi¢do epitélio-mesenquimal, é considerado principal
responsavel pela caracteristica metastatica do melanoma (ALONSO et al., 2007; TURLEY et
al., 2008), por causar a perda de adesdo do melandcito, através da diminuicao da expressao de

E-caderina e aumento da expressdo de N-caderina, conferindo as células tumorais



caracteristica morfoldgica de célula mesenquimal e afinidade por fibroblastos e células
endoteliais do estroma tumoral (MIKESH et al., 2010), contribuindo para o processo de

invasdo tumoral e metastatizacao.

O estroma do tumor € de extrema importancia para o seu desenvolvimento e invasao.
No estroma de tumores malignos é freqliente 0 aumento da expressdo de metaloproteinases de
matriz (MMPs — Matrix Metalloproteinases), que tem como caracteristica funcional, a
degradacdo de coladgeno da matriz extracelular (KAHARI; ALA-AHO, 2009).

Numa linhagem de camundongo transgénico com expressdo aumentada de MMP-3,
houve o aparecimento de um tumor de glandula mamaria, por instabilidade génica dependente
de producdo de espécies reativas do oxigénio (RADISKY et al, 2005). Este e outros modelos
experimentais (LEDERLE et al., 2010; BALSAMO et al., 2009) sugerem que uma desordem
no microambiente pode promover a tumorigénese. Camundongos knockout para o gene da
MMP-13 nédo apresentavam fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), embora
tivessem RNAm para VEGF sendo expresso, indicando a importancia desta MMP no

processo de neo-vascularizacdo em carcinoma espinocelular (LEDERLE et al., 2010).

1.1.1.3 Melanoma murino

O melanoma murino em questdo é um melanoma que possui grande afinidade pelo
microambiente pulmonar. Foi isolado por Fidler (1973), que estudava o potencial de
metastatizacdo de melanoma maligno em camundongos C57BL/6. Comecando com um
melanoma murino denominado B16, com baixo potencial de metastatizacdo in vivo, variantes
foram selecionados por suas caracteristicas de implantacdo, invasdo, sobrevivéncia e
crescimento, a fim de formar metéastase em pulmao apds injecdo subcutanea em camundongos
C57BL/6. Com os tumores desenvolvidos no pulmado, que eram identificados pela sua
pigmentacdo (melanina) e retirados para adaptacdo de crescimento em cultura, foi obtida a
designada linhagem B16-F1. Este processo foi repetido mais nove vezes até a obtencéo da
linhagem B16F10, que apresentava um maior potencial de metastase no pulméo em relacéo a
B16 (FIDLER, 1973; FIDLER, 1975; FIDLER; NICOLSON, 1978).

A linhagem tumoral B16F10 constitui um modelo biolégico muito atil no estudo do

melanoma, pois: (a) o tumor surgiu espontaneamente na linhagem murina C57BL/6 e possui 0



mesmo MHC (“Major Histocompatibility Complex” — Complexo de Histocompatibilidade
Principal); (b) o tumor pode ser visto facilmente na pele e 6rgaos pela presenca de muita
melanina; (c) as células podem ser cultivadas facilmente in vitro e injetadas por diferentes

vias in vivo para observacdo de diversas interagdes.

Uma pequena dificuldade observada ao utilizar estes modelos para estudar o
melanoma € o fato de que as células sdo aplicadas de forma subcuténea, e isto ndo reflete o
surgimento natural do tumor na epiderme, portanto alguns processos de invasdo das células
para a derme séo ignorados, mas a sua capacidade de metastase pode ser avaliada e terapias

para sua prevencdo podem ser testadas.

A linhagem B16F10 é especializada em invadir a circulagdo e induzir metéstases,

portanto € um modelo ideal para estudar o tratamento de melanoma maligno metastatico.

1.2 Sistema Imune

Desde os primeiros estudos com mediadores de inflamacdo, é discutido o papel das
células imunoldgicas na eliminacdo dos tumores. Foi demonstrada a importancia do mediador
de inflamacéo interferon-gama (IFN-gama) na inibicdo de tumores bem como a perforina
(KAPLAN et al., 1998). Era claro que independente destes fatores conhecidos por eliminar
tumores estarem presentes, de alguma maneira, um tumor bem sucedido independe destes
fatores. Para uma melhor compreensdo dos fatores envolvidos, surgiu o termo imuno edigédo
tumoral (DUNN et al., 2002), caracterizado pela habilidade da célula tumoral perdurar
independente dos esforcos do sistema imune através de uma adaptacdo. Induzindo tumores
com carcindégeno em animais normais e em animais imunodeficientes, foi observado que o
tumor desenvolvido em animal normal ndo era facilmente reconhecido por células
imunoldgicas como o tumor provindo de animal imuno-deficiente ao serem reimplantados em
outros animais saudaveis, indicando que no caso do tumor extraido de animal imuno-
deficiente, o tumor ndo teve a oportunidade de se moldar de acordo com a presenca das
células imunoldgicas (SHANKARAN et al., 2001).

Embora seja aceito pela comunidade cientifica o fato de que o cancer é normalmente
suprimido pelo sistema imune, é de interesse tornar esta resposta mais vigorosa, através da

manipulacdo da mobilizacdo das células imunologicas. Por exemplo, pacientes com



melanoma maligno, submetidos a vacina¢do com antigenos tumorais, tem o tumor regredido e
passam a apresentar caracteristica de vitiligo, pela morte de melandcitos normais que possuem
0 mesmo antigeno especifico de células tumorais (STEINMAN; MELLMAN, 2004). O maior
desafio é elucidar os mecanismos envolvidos na resposta imune e otimizar seus efeitos

minimizando os efeitos colaterais.

Em resumo, sdo duas forgas opostas que atuam na resposta imune: imunidade e
tolerdncia. Estas forcas se encontram normalmente em equilibrio, permitindo respostas
vigorosas e especificas contra micro-organismos (imunidade) enquanto evita prejuizos as
préprias proteinas, células e tecidos (tolerancia). Atualmente as terapias imunoldgicas contra
0 cancer sdo baseadas no aumento da imunidade, ja que pouco se sabe sobre a implicacdo da
tolerdncia no céancer. Por isso € frequente a utilizacdo de antigenos especificos para a

imunizacéo.

O sistema imune evoluiu para proteger o organismo contra tudo que ele considera ndo
proprio (non self). A primeira linha de defesa do sistema imune na pele é representada por
células dendriticas (CDs) que, ao entrar em contato com o organismo estranho, o fagocitam e
migram através dos vasos linfaticos para os linfonodos. Sua maturacdo se da em transito,
converte fragmentos do organismo em antigenos expressos em sua membrana através das
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal classe | e Il, para posterior
recrutamento de linfocitos citotdxicos. Células dendriticas maduras também produzem
moléculas coestimulatorias (CD80, CD86) e citocinas, necessarias para estimular linfécitos T
em linfonodos a se tornarem citotoxicos para o antigeno especifico apresentado (CELLA;
SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1997).

A maturacdo de CDs é fundamental para uma resposta antitumoral por diversas razoes,
sendo mais importante o reconhecimento de antigenos e o processamento para a deteccdo de
microorganismos (via receptores do tipo toll) ou de ambiente inflamatério. Estes sinais de
inflamacéo ou infeccdo ativam a maturacdo, cuja funcdo pode ser mimetizada por moléculas
como o Imiquimod, que se liga ao receptor do tipo toll-7 (e -8 em camundongos) das CDs
(STARY et al., 2007), mimetizando a presenca de DNA de fita simples de herpes simplex
virus. Existem outras maneiras de ativar CDs como alteracdo na adesdo e interacdo com
células natural killers (NKs) ou linfécitos NKT (linfocitos T que também expressam

marcadores de NKs). Como estas células tem a habilidade de reconhecer e matar células



tumorais, sua relagdo com CDs é considerada importante, ja que atuam em conjunto para 0
aumento da resposta imune (ADEMA, 2009).

Ao tentar desenvolver uma vacina contra o cancer, alguns pontos devem ser levados
em consideracdo. (1) Qual célula imunoldgica deve ser estimulada? (2) como 0s antigenos
serdo entregues? (3) para qual compartimento intracelular eles devem ser levados? e (4) qual
estimulo de maturacdo serd dado? Ambas as respostas, CD4 e CD8, sdo necessérias para
prover uma imunidade contra o cancer, ou seja, células devem carregar antigenos no contexto
das moléculas de MHC classe | (apresenta antigeno para receptor CD8 em linfocitos T
citotoxicos) e MHC classe Il (apresenta antigeno para receptor CD4 em linfocito T helper)
(TROMBETTA; MELLMAN, 2005).

A escolha de antigenos para o desenvolvimento de uma vacina contra o cancer é
também complexa. Antigenos associados a tumores sdo em geral proteinas afetadas por
mutacGes especificas, proteinas expressas somente em células tumorais e em células
precursoras, ou proteinas especificas do tumor em questdo (antigenos de diferenciacdo). Se
um tumor especifico ndo é associado a nenhum antigeno tumoral conhecido, é sugerida a
utilizacdo das células tumorais em apoptose ou homogenizados de células tumorais para tentar

despertar uma resposta imune.

Recentemente, a comunidade cientifica vem utilizando CDs de maneira abrangente e
direta (WHITESIDE; ODOUX, 2004). CDs sédo isoladas de pacientes com cancer,
estimuladas ex-vivo com antigenos especificos, e reintroduzidas no paciente (NAKAI et al,
2006). Apesar de haver uma resposta imune e uma melhora clinica, esta € uma técnica em
desenvolvimento. Em diversas terapias comerciais com CDs, pouco cuidado se tem em
relacdo a caracterizacdo da populacdo de células utilizadas para vacinacdo ou a resposta

imune desencadeada por consequéncia (FUJII et al., 2009).

Uma estratégia elegante foi desenvolvida para ativar CDs (NESTLE et al., 1998),
utilizando antigenos acoplados a anticorpos monoclonais anti-CDs mimetizando a maneira
como CDs usam receptores para identificar e internalizar antigenos microbianos. Esta técnica
resultou em dados interessantes, aumentando a eficiéncia e cinética da resposta imune em
camundongos comparando-se com a utilizagdo de antigenos sollveis somente
(BOCZKOWSKI; NAIR; SNYDER, 1996). A utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-CD

de alta afinidade como veiculo para uma vacina, confere vantagem aos antigenos tumorais



administrados, uma vez que a técnica procura gerar uma resposta imune contra proteinas mais

préxima de ser considerada propria (self) do que estranha (non- self) (BONIFAZ et al., 2004).

Muitos procuram por maneiras de potencializar a resposta imune contra tumores sem
levar em conta que alguns tumores passam a ser tolerados pelo sistema imune. Embora as
CDs contribuam para a tolerancia, existe uma populacao de linfécitos T denominada célula T
regulatéria (regulatory T cell - T%®) CD4, que modulam a resposta imune. Este linfocito
pouco conhecido tem a caracteristica de inibir a resposta imune antigeno- especifica in vitro e
in vivo. Em camundongos onde as T™% sdo removidas ou tem suas funcgdes inibidas, a
resposta imune aumenta, potencializando o efeito de terapias que estimulam a resposta imune
(KO et al., 2005). Em teoria, esta abordagem funcionaria em humanos também, embora ainda

seja necessario investigar as caracteristicas das T'*% de humanos.

Como exemplo, em casos de transplante de medula, a imunossupressdo induz a
diminuicdo da atividade das T™%, por conseqiiéncia, ao se induzir a imunidade apds o
transplante, a resposta imune é mais robusta, beneficiando pacientes com céncer que se
submeteram a transplante de medula 6ssea (KURSAR et al., 2002; PENG et al., 2005). O
papel das T™% tem um potencial relevante para as terapias contra tumores, ja que a tolerancia
tumoral a resposta imune depende, ao menos em parte, delas. Anticorpo monoclonal que inibe
uma proteina de membrana denominada CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4), cuja

funcdo € suprimir a atuacao dos linfdcitos T teve sucesso em teste clinico (HODI et al., 2003).

1.2.1 Vigilancia imunolégica e imunoedicao

O conceito de reconhecimento e eliminacéo de tumores primarios pelo sistema imune
existe desde 1909 (EHRLICH, 1909), mas na época nao era possivel testar esta teoria. Com 0s
avan¢os da imunologia, o conceito de vigilancia imunoldgica foi estabelecido (THOMAS,
1959; BURNET 1970), mas testes com animais comprometidos imunologicamente através de
mutacdes espontaneas falharam por ndo induzirem uma imunodeficiéncia plena (STUTMAN,
1974). Com o advento da engenharia genética, animais transgénicos knockout e a capacidade
de producdo de anticorpos recombinantes para bloquear receptores especificos do sistema
imunologico, permitiram uma descricdo da fungéo especifica de cada componente do sistema
imune. Uma prova fundamental para a existéncia da vigilancia imunologica é a maior

incidéncia de tumores em individuos imunodeficientes (OUTZEN et al.,, 1975).



Posteriormente surgiu o termo imunoedi¢do do cancer, baseado na eliminacdo, equilibrio e

fuga (figura 1).

A eliminacdo é baseada na ativacdo do sistema imune, através da interacdo de
citocinas no tumor com macréfagos e células NK que reconhecem antigenos tumorais. Apos o
reconhecimento de antigenos, as células apresentadoras de antigeno (APC), entre as quais as
CDs, migram para os linfonodos para recrutar as células T CD8 e/ou CD4 (DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004).

' ™ Vigilancia Imunoldgica .
Célula Alteragbes Célula ELMINAGAS
Normal genétiias Tumoral Mecanismos de
Resisténci N
— —> SOBREVIVENCIA

Tolerancia

Transformagao
@ Progresséao
\ / ——) $OBREVIVENCIA

Figura 1: Vigilancia imunologica e mecanismos de resisténcia para sobrevivéncia tumoral.
Com o sistema imunoldgico é possivel eliminar tumores através de seus antigenos
alterados por variagdes genéticas, eliminando o tumor antes de se tornar aparente.
Segundo esta teoria, o0 tumor precisa enganar a vigilancia imunoldgica se adaptando ao
ambiente, invadindo tecidos ou inativando supressores tumorais. O tumor pode
sobreviver induzindo a tolerdncia aos novos antigenos no inicio de seu
desenvolvimento.

Fonte: Dunn; Old; Schreiber, 2004.

O equilibrio é baseado na sobrevivéncia de algumas células tumorais com mutagoes
gue permitem uma menor interacdo com 0s mecanismos imunolégicos como diminuicdo da
expressao de antigenos tumorais ou pela dificuldade das células imunoldgicas entrarem em
contato com a &rea afetada. Neste caso, as células podem permanecer no hospedeiro por

muitos anos até caracterizarem alguma patologia ou invadir outros tecidos, através da fuga.

A migracdo das células tumorais para outros 6rgdos € baseada na aquisicdo de
mutacdes que permitem uma interacdo com as membranas e vasos para proliferagdo. Além
disso, existem casos onde o tumor adquire a habilidade de secretar citocinas inibidoras da
resposta imune como fator de crescimento tumoral beta (TNF-beta) e interleucina 10 (IL-10)
ou interagem com células T™%, facilitando a proliferacdo tumoral (SHANKARAN et al.,
2001).



Terapias que auxiliem a vigilancia imunoldgica na eliminacdo de tumores devem ser
consideradas e seus mecanismos avaliados, pois as interaces sdo diversas e especificas para
cada tipo de cancer. Conhecer a defesa natural do organismo viabiliza uma melhor aplicacéo

das terapias contra tumor existentes e facilita o desenvolvimento de novas terapias.

1.2.2 Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC)

O MHC foi primeiramente descrito como um locus genético, cujos produtos eram
responsaveis pela rejeicdo dos enxertos de tecidos transplantados entre diferentes linhagens
isogénicas de camundongo. Existem genes que estdo presentes em formas alternativas ou
variantes, em frequéncias estaveis, nos diferentes membros da populacdo de uma dada

espécie. Esses genes sdo considerados polimorficos.

Os genes responsaveis pela rejeicdo de tecidos enxertados em outro organismo foram
chamados genes de histocompatibilidade, e as diferengas entre estranho e proprio foram

atribuidas a polimorfismos genéticos entre diferentes alelos de histocompatibilidade.

Os genes que determinam o destino dos tecidos enxertados estdo presentes em todas as
espécies de mamiferos e sdo homologos aos genes H-2, que foram primeiro identificados nos
camundongos, e todos sdo designados como MHC (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

1.2.3 Células do sistema imune

1.2.3.1 Linfécitos

Os principais tipos de células efetoras antitumorais sdo os linfécitos T citotdxicos e
linfocitos natural killer (NK). A maioria dos linfcitos T citotoxicos humanos séo células T
efetoras CD8+ ativadas, e a maioria dos antigenos tumorais humanos se apresentam pelo
MHC-I (RENKVIST; CASTELLI; ROBBINS, 2001). Os linfdcitos T citotoxicos parecem usar
dois diferentes meios para destruir as células-alvo durante reages citoliticas que ocorrem em
poucas horas. Estas incluem granulos de exocitose e estimulacdo de receptores das células-
alvo por ligantes relacionados ao fator de necrose tumoral (TNF - tumor necrosis factor),

como o ligante Fas [FasL, pertence a familia do TNF, e sua ligacdo ao receptor Fas (FasR)



induz a apoptose] e o ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral
(TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligand) (HENKART; SITKIVSKY, 2003).

As celulas NK sdo um grupo de linfocitos distintos dos T e B, geralmente grandes e
granulares, originarios da medula 6ssea, que tem progenitor comum com as células T, mas
ndo requerem maturacdo timica, e ndo expressam — diferentemente dos linfécitos T — o
complexo TCR / CD3 (T-cell receptor / CD3) (SPITS; LANIER; PHILLIPS, 1995). As
células NK representam o maior grupo de atividade citotoxica antitumoral mediada por
células que ndo € ativado por reconhecimento antigeno-especifico, faz parte do mecanismo de
defesa inato, pois para agir ndo requer adaptacdo antigeno- especifica do hospedeiro ou
imunizacdo. N&o apresentam resposta de memdria, e seu mecanismo de citotoxicidade parece
ser similar ao dos linfocitos T citotdxicos (CD8+) (LANIER; PHILLIPS, 1992).

1.2.3.2 Células Dendriticas

As células dendriticas (CDs) sao eficientes apresentadoras de antigenos para as células
T. Elas ttm o potencial de induzir uma resposta tumoral especifica, induzindo um ataque ao
tumor pelo sistema imunolégico. As CDs capturam células tumorais, migram para 0S
linfonodos, onde entram em contato com as células T, expressando antigenos tumorais e
induzindo sua diferenciacdo em linfocitos T citotoxicos especificos contra o tumor
previamente reconhecido (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; STEINMAN, 1991;
CELLUZZI et al., 1996).

Diversos trabalhos cientificos descrevem terapias contra tumores baseados na
vacinacdo com células dendriticas carregadas com antigenos tumorais ex vivo (NESTLE et al.,
1998; BOCZKOWSKI; NAIR; SNYDER, 1996). As células dendriticas podem ser miel6ides
(mCD) ou plasmacitdides (pCD). As pCD sdo caracterizadas pela expressdo de receptores tipo
toll (TLR — Toll-like Receptor) - 7, -9 e -10, e sdo importantes secretoras de IFN-alfa
(Interferon-alfa) em resposta a infecgdes virais e pela ativacdo do TLR-7. Foi sugerido que
elas ajudam na resposta imune mediada por anticorpos (BANCHEREAU; BRIERE; CAUX,
2000; JEGO; PALUCKA; BLANCK, 2003). As mCDs, como células de Langerhans (CL) e
CDs intersticiais expressam TLR-1, -6 e -8 (BANCHEREAU BRIERE; CAUX, 2000).



Em condicg6es fisiologicas CDs podem ser encontradas na epiderme (CL) e na derme
(célula dendritica dermal - dCD) (NAGAO et al., 2008). Em casos de neoplasias também é
encontrada um tipo de pCD denominada tumor-infiltrating dendritic cell (TIDC) (GERNER,;
MESCHER, 2009).

1.2.3.3 Mastocitos

Mastocitos sdo comumente descritos como células efetoras de resposta imune
adaptativa, devido a sua atuacdo em reacgdes alérgicas, mas também possuem um papel na
resposta imune inata, j& que camundongos deficientes em mastdcitos foram altamente
susceptiveis a infeccdo bacteriana em relagdo a camundongos com mastdcitos que secretam
fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa — Tumor Necrose Factor alpha) (MALAVIYA et al.,
1996).

Recentemente foi descrito que mastocitos na pele, ao serem ativados por um ligante do
TLR-7 (imiquimod), sdo essenciais para iniciar uma reacdo inflamatoria através da secrecao
de TNF-alfa e ativar a maturagdo e migracdo de células dendriticas pela secrecdo de
interleucina-1beta (IL-1beta) (HEIB et al., 2007). Entretanto, ainda ndo esta clara a magnitude
da resposta imune adaptativa por células T, desencadeada indiretamente pelos mastocitos
(HEIB et al., 2007).

Em um modelo de anafilaxia cutdnea passiva, foi relatado que a ativacdo de
mastocitos mediada por IgE/antigeno € um forte sinal para a migracdo de células de
Langerhans (CLs) para os linfonodos drenantes. Isto foi parcialmente dependente da acdo da
histamina nos receptores H2, mas a administracdo local de histamina ndo induziu a migracéo
das CLs, indicando que outros produtos derivados de mastécitos desempenham um papel
neste processo (SUTO; NAKAE; KAKURAI, 2006).

1.2.4 Imunomodulacéo
Até algum tempo, drogas que manipulavam o sistema imune eram conhecidas como

imunossupressores. Os transplantes ampliaram o0 uso e desenvolvimento desses farmacos.

Fato € que o crescimento do conhecimento em imunologia clinica tem revelado a



fisiopatologia de doencas causadas tanto por exacerbagcdo da resposta imune como por

imunodeficiéncias em diversas areas, entre as quais a dermatologia.

A terapia imunolégica moderna envolve o uso de imunomoduladores, drogas que
podem exacerbar ou reduzir a resposta imune, de uso topico e/ ou sistémico, para tratamento
de doencas causadas por hipersensibilidades ou imunodeficiéncias. Elas sdo divididas em dois
grupos bésicos: o dos imunoestimuladores, que conduzem ao aumento da imunidade inata e
adaptativa, e o dos imunossupressores, que diminuem a atividade do sistema imune (LIMA,
2004).

1.2.4.1 Toll-like receptors

“Toll” deriva da homologia da seqiiéncia dos TLR com o gene Toll da drosofila
(Drosophila melanogaster), importante na embriogénese por estabelecer a linha central
dorsoventral. Mutacdes nesse gene geram droséfilas com alteracdes aberrantes (ANDERSON;
BOKLA; NUSSLEIN-VOLHARD, 1985). Um papel na imunidade das moscas contra infecgdes
fangicas também foi descrito para o gene Toll (LEMAITRE et al., 1995).

Os genes de TLR nos mamiferos, foram identificados em 1997 Os TLRs ja foram
identificados em células de mamiferos, peixes, aves e até plantas (TAGUCHI et al., 1996),
portanto tém origem evolucionaria antiga, e podem ser um dos componentes mais velhos do

sistema imune, servindo a imunidade muito antes de participar da aparéncia da drosofila.

Os TLR séo proteinas transmembranares do tipo I, hoje consideradas receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs - Pattern Recognition Receptors). Esses PRRs ligam-se a
pequenas sequéncias moleculares encontradas consistentemente em patdgenos conhecidas
como padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs - pathogen-associated molecular
patterns). A funcdo dos PRRs é a identificacdo de microorganismos por células do
hospedeiro. Portanto, essas proteinas tém papel central no inicio da resposta do sistema imune
inato, sendo que nos vertebrados, podem também estimular a ativacdo do sistema imune
adaptativo, ligando, portanto, a resposta imune inata e a adquirida (JANEWAY JR;
MEDZHITOV, 1999).



O ligante natural para o TLR-7 era desconhecido até 2004, quando dois grupos
relataram que RNA de fita simples viral é o ligante fisiologico para esse receptor (LUND et
al., 2004; DIEBOLD et al., 2004).

Como outros exemplos de reconhecimento de patdgenos por TLRs estdo particulas
virais de RNA de fita dupla pelo TLR-3 (ALEXOPOULOU et al., 2001), lipopolissacarideo
(LPS) de membrana bacteriana que € reconhecido por TLR-4 (HOSHINO et al., 1999) e
flagelos de bactérias por TLR-5 (HAYASHI et al., 2001).

1.2.4.2 Imidazoquinolina

Imidazoquinolinas sdo ligantes dos TLR-7 e -8 em humanos e do TLR-7 em
camundongos, e estdo sendo usadas amplamente na dermatologia e outras areas como
modificadores da resposta imune, ja que o efeito agonista das imidazoquinolinas em TLRs
promove a maturacdo de células dendriticas, induz a liberacdo de citocinas como interferon-

alfa (IFN-alfa) e aumenta a apresentacdo de antigenos (SCHILLER et al., 2006).

A primeira observacdo da imunomodulacdo de uma imidazoquinolina foi com o
Imiquimod, sua acdo antitumoral foi descrita em carcinomas e sarcomas (SIDKY et al., 1992).
Em seguida, por uma ac¢ao ao acaso na infec¢do por HSV (Herpes Simplex Virus) (TOMAI et
al., 1995). O mecanismo antitumoral é associado a inducdo de IFN-alfa e Interleucina-6 (IL-
6), produzidos por células dendriticas e TNF-alfa por mastécitos, cujo TLR-7 foi ativado pela
ligacdo do imunomodulador. Depois o IFN-gama é secretado por linfécitos T e natural killers
(NKSs) em resposta ao recrutamento pelas CDs previamente estimuladas e maduras; a presenca
de IFN-alfa aumenta a expressdo de moléculas de MHC classe |, aumenta a atividade de NKs
e aumenta a ativacdo de macrofagos. (REITER et al., 1994; TESTERMAN et al., 1995). O

conjunto de respostas desencadeia 0 aumento da expressdo de diversas citocinas (figura 2).

A relacdo dos PAMPs, PPRs e imidazoquinolinas é o efeito agonista sobre TLR-7
(HEMMI et al., 2002). Além de induzir citocinas inflamatérias e moduladoras da resposta
imune, as imidazoquinolinas agem ao restabelecer o sistema de apoptose das células tumorais
(SCHON, M. P.; SCHON, M.,2004) e possuem efeito antiangiogénico recentemente descrito (LI
et al., 2005).
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Figura 2: Em resposta ao recrutamento do Sistema Imune, ocorre hipertrofia de Linfonodos e
baco por consequente producdo de citocinas pré-inflamatérias: TNF-alfa, IL-2, IL-4,

IL-5, IL-6 e IL-12.

1.2.4.2.1 Imiquimod 5%

Aldara® € o nome comercial do Imiquimod (Figura 3), apresentado com 5% de
principio ativo. E uma amina heterociclica, branca, solida e cristalina, praticamente insolGvel
em agua ou em solventes organicos comuns, mas se torna mais solivel como sal. E uma droga
relativamente estavel. A sua molécula ndo apresenta atomo de carbono assimétrico e nédo

apresenta estereoisomerismo. Nenhuma forma polimérfica foi identificada (SLADE, 1998).
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Figura 3: Estrutura quimica do imiquimod.

O Imiquimod é um modificador da resposta imune da familia das Imidazoquinolinas,
que desempenha um papel na resposta antiviral e antitumoral (BERNSTEIN; HARISON,
1989; SIDKY, 1992). Tem seu uso aprovado para o tratamento de verrugas genitais e
queratose actinica, e tem sido usado em diversas infecgcdes e neoplasias da pele, como lentigo
maligno (NAYLOR, 2003).

Imiquimod é considerado imunomodulador porque modifica o balanco de citocinas
Thl versus Th2 pela inducdo da producdo de IFN-gama, IFN-alfa, IL-12 e TNF-alfa
(WAGNER et al., 1999). Nesse sentido, ha proposta de seu uso para tratamento da asma
(BIAN et al., 2006). Além do mais, podem estimular a resposta humoral diretamente
(BISHOP et al.,, 2001). Quando aplicado topicamente, a inducdo de citocinas leva a
fendmenos inflamatdrios locais (SAUDER, 2000). Efeitos antitumorais estdo representados

na figura 4.
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Figura 4: Mecanismo de acdo do imunomodulador Imiquimod. O farmaco se liga ao TLR-7
de mastocitos e pCDs estimulando a producdo de TNF-alfa pelos mastdcitos e a
maturagdo e migracgdo das pCDs. O TNF-alfa induz a migragdo e maturagdo das CLs
da pele. CDs (pCD e CL) nos linfonodos recrutam linfocitos T citotoxicos
(principalmente CD8), que migram ao tumor e desempenham um efeito anti-tumoral.
As pCDs ativadas pelo Imiquimod secretam IFN-alfa e recrutam células NK, que
desempenham uma atividade anti-tumoral. A presenca de IFN-alfa e TNF-alfa causam
uma resposta ainda maior ao estimular a producéo de citocinas IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6.

Células dendriticas imaturas possuem menor capacidade de estimular a proliferacdo de
células T e de induzir linfécitos T citotoxicos (CTL) antigeno-especificos em relacédo a célula
madura. (BROSSART; WIRTHS; BRUGGER, 2001; SCHULER; SCHULDER-THURNER,
2003). A aplicacdo topica de Imiquimod pode induzir a maturacdo e migracdo de células
dendriticas (SUZUKI; WANG; SHIVIJI, 2000), através da inducdo de citocinas derivadas de
mastocitos, como TNF-alfa (SUTO; NAKAE; KAKURALI, 2006; HEIB et al., 2007).

Em camundongos, ndo houve letalidade com a aplicacdo topica maxima de Imiquimod
na concentracao de 5g/kg, mas sim toxicidade caracterizada por irritacdo no local da aplicacéo
(RICHWALD, 1999) e foi observado o aumento da presenca de IFN-alfa e TNF-alfa no local
da aplicacdo (IMBERTSON et al., 1998). O Imiquimod induz a producdo de citocinas
dependente do Fator de transcricdo Nuclear kappa-Beta (NF-kf) (SUZUKI et al., 2000). O

Imiquimod induz direta e indiretamente a secrecdo de citocinas antivirais e



imunomodulatérias de mondcitos, macréfagos, mastocitos e células dendriticas,
potencializando a imunidade Thl (RICHWALD, 1999).

Uma caracteristica descrita em pele de camundongo tratada com Imiquimod é a
presenca de células de Langerhans (CLs) maiores, com dendritos expandidos e em menor
proporcdo (aproximadamente 40% de CLs no local de aplicacdo a menos no dia 8 de
tratamento, voltando ao normal apds doze dias sem tratamento) em relacdo ao controle,
indicando sua ativacdo e migracdo (PALAMARA et al., 2004). A aplicacdo topica de
Imiquimod em camundongos também exerce uma depressdo da sintese de DNA de celulas

epiteliais no local da aplicacdo, dependente de receptor opidide (MCLAUGLIN et al., 2010).

Em humanos o Imiquimod induz apoptose de melanoma ao atuar diretamente na
clivagem da procaspase-3 em caspase-3 € na mediacdo da expressdo de proteinas Bcl-2 (B-
cell Lymphoma 2) e map-kinase, que participam da ativacdo da apoptose mediada pela
liberacdo de citocromo c pela mitocondria (SCHON, M. P.; SCHON, M., 2006).



1.3 Morte Celular e Apoptose

Apoptose é um fenbmeno de morte celular programada, reconhecida
morfologicamente como um fendmeno distinto de morte ha mais de 30 anos por Kerr, Wyllie
e Durrie (1972), que ocorre individualmente, sendo que a morte de uma célula ndo leva a
morte de outras células. A morte celular por apoptose participa de varias situagdes fisioldgicas
tais como o colapso endometrial durante a menstruacdo, a delecdo de células nas criptas
intestinais e na embriogénese. Assim, € um mecanismo rigidamente controlado por expressdes
genéticas decorrente da interacdo célula e meio externo, levando a producdo de vérias
moléculas com atividades especificas que resultam em alteracdes celulares funcionais
expressas morfologicamente por condensacdo e fragmentacdo cromatinica e formacdo de
protuberéncias na superficie celular (ISRAELS L. G.; ISRAELS E. D., 1999).

Este processo de morte celular possui um papel essencial na manutencdo da
homeostase tecidual e € importante em certas condicGes patoldgicas, incluindo o cancer. Apés
0 reconhecimento do processo apoptotico como um mecanismo celular fundamental, a
biologia da apoptose continuou a ser investigada avaliando-se as alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas caracteristicas (WYLLIE, 1985), a natureza das vias intracelulares (HALE et al.,
1996), a complexa biologia molecular de genes e elementos efetores (BAKER; REDDY,
1996; FRASER; EVAN, 1996), a sua relacdo no desenvolvimento embrionario (BRILL et al.,
1999), o seu papel na homeostase celular e o seu envolvimento na patogénese de vérias
doencas (THOMPSON, 1995), tais como doencas auto imunes, infec¢bes parasitarias,
doencas neurodegenerativas, lesbes isquémicas e o cancer (MAKIN, 2002; REED, 2003).
Com o surgimento de novos conhecimentos na biologia do cancer e, conseqiientemente, na
inducdo quimica da apoptose, os tratamentos tornam-se mais eficazes, pois terapias utilizando

drogas anti-tumorais convencionais sdo pouco seletivas e efetivas (HICKMAN, 1996).



Existem diversas maneiras de inducéo de apoptose celular. A sensibilidade a apoptose
varia dependendo da severidade do estimulo, do estagio do ciclo celular e da expressdo de
proteinas pro- e anti-apoptoticas (familia Bcl-2 de proteinas). Em alguns casos o estimulo
vem de sinais extrinsecos como ligantes de receptores de morte (death receptors), que podem
ser fatores sollveis como, por exemplo, a enzima granzima B secretada por linfécitos T
citotoxicos, FAS, TNF-alfa ou TRAIL (GOTTLIEB, 2000). A apoptose também pode ser
iniciada por fatores intrinsecos produzidos em resposta ao estresse celular causado por
radiacdo, produtos quimicos ou infecgdes virais, e também pode ocorrer devido a auséncia de
fatores de crescimento ou estresse oxidativo por radicais livres (HERR; DEBATIN, 2001).

Em geral os sinais intrinsecos iniciam a apoptose via mitocondria.

A mitocdndria é fundamental na regulacdo da morte celular, contendo diversas
proteinas pro-apoptoticas como fator indutor de apoptose (apoptose inducing factor — AIF) e
citocromo C (LI et al., 1997). Estes fatores sdo liberados quando é formado um poro de
transicdo de permeabilidade (permeability transition pore — PT pore), através da mediacao de
membros da familia de proteinas bcl-2, que podem ser pro-apoptoticas (bcl-2, bel-XL) e
outras anti-apoptdéticas (Bad, Bax ou Bid). A sensibilidade da célula a estimulos de apoptose
pode depender do balango entre as proteinas bcl-2 (DESAGHER; MARTINOU, 2000).

A liberacdo de citocromo C pela mitocondria € importante para a sinalizacdo da
apoptose, através da formacdo de um complexo protéico composto por citocromo C,
apoptosis-activating factor 1 (Apaf-1) e pro-caspase 9, denominado apoptosomo, que ativa a
caspase 9 e consequentemente a cascata das caspases, induzindo a apoptose (GOTTLIEB,
2000).

A caspase 9 ativa a caspase 3, que também pode ser ativada por granzima B de
linfocitos T citotoxicos. A caspase 3 quando ativa inibe uma enzima responsavel pelo reparo
do DNA, a enzima poly ADP-ribose polymerase (PARP), favorecendo o surgimento de
mutacdes. A caspase 3 também cliva o inibidor de uma DNAse, enzima que degrada DNA,
denominada caspase activated DNAse (CAD). Seguindo a cascata das caspases, € ativada a
caspase 6, que degrada as laminas nucleares levando a condensagédo da cromatina. (ENARI et
al., 1998; BOATRIGHT; SALVESEN, 2003).



1.3.2 Citometria de Fluxo

A Citometria de Fluxo é uma técnica para a analise de diversos parametros celulares
em populacdes heterogéneas. Citdmetros de Fluxo sdo usados para imunofenotipagem, anélise
de cromossomos, contagem celular e andlise da expressdo de fluorescéncias em tipos
celulares. O citémetro analisa milhares de células ou particulas microscopicas por segundo
através de um feixe de raio laser, ao capturar a luz que é deslocada por cada particula que

passa por ele.

O material biologico deve ser macerado (se for sélido) e homogeneizado em um
tampdo antes de ser submetido a analise por citometria de fluxo. O liquido com a amostra
passa por uma espécie de funil dentro de outro funil maior contendo somente tampdo, cuja
velocidade também é maior, criando um efeito que arrasta as particulas de maneira ordenada,
e ao sair, as particulas (entre 0.2 e 150 um) passam pelo feixe de luz uma por vez, refletindo
aos diversos detectores um padrdo que determinard tamanho, granulosidade ou complexidade
interna, intensidade de fluorescéncias, fenétipo e integridade, caracteristicas definidas por um
sistema Otico e eletrdnico que transforma a incidéncia de luz refletida pelas particulas em
dados a serem analisados por software. Dos receptores de luz refletida, o FSc (forward
scatter) fica em frente ao feixe de luz, e é o responsavel por determinar o tamanho da
particula; diversos receptores laterais, denominados SSc (side scatter), determinam a
complexidade interna da particula; e um ou mais receptor de fluorescéncia, que detectam

fluorocromos.

A energia é captada pelos receptores na medida em que a particula passa pelo feixe de
luz, e é convertida em sinal eletrbnico (voltagem) por fotodetectores. Um conversor
analogico-digital (ADC) converte o pulso de 0 a 1000 mV em valor numérico digital. De
acordo com a sociedade de citologia analitica (COMMITTEE OF THE SOCIETY FOR
ANALYTICAL CYTOLOGY, 1990), os dados adquiridos pelo ADC sdo armazenados em
arquivo padronizado denominado FCS (Flow Cytometry Standard). O arquivo pode ser
visualizado por diversos softwares, exibindo em gréaficos e dados estatisticos, as informacdes

das particulas analisadas.



1.3.2.1 Deteccédo de Apoptose ex vivo

O ensaio para identificar células em apoptose se da através da ligacdo da
fosfatidilserina (PS) a Anexina V, que € conjugada ao fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) a fim de visualizar a ligacdo entre a Anexina V e a PS. A PS é
translocada para fora da membrana plasmatica no momento da apoptose e se liga a Anexina V
com FITC, possibilitando a andlise da fluorescéncia por citometria de fluxo. O uso de iodeto
de propidio (PI), uma molécula fluorescente, no mesmo ensaio possibilita a identificacdo de
celulas em necrose, uma vez que o Pl se adere a fragmentos de DNA. A célula que é positiva
para Anexina V e para o Pl é considerada uma célula em apoptose tardia, uma célula que é
positiva para Anexina V e negativa para Pl € uma célula apoptética, e uma célula negativa

para Anexina V e positiva para Pl € uma célula necrética (WADA et al., 2003).

As anexinas sdo um grupo de proteinas homologas, que se ligam a fosfolipideos na
presenca de calcio (TROTTER; ORCHARD; WALKER, 1995). A conjugacao do corante FITC
a anexina-V (KOOPMAN, 1994) permite identificar e quantificar as células apoptoticas,
através da citometria de fluxo (ENGELAND et al., 1998). A utilizacdo concomitante do
marcador nuclear fluorescente PI, por sua vez, torna possivel verificar as alteracdes nucleares
caracteristicas dos estagios tardios da apoptose (WILLINGHAM, 1999). O procedimento
consiste na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina, na membrana das células que estéo
iniciando o processo apoptdtico, e na ligacdo do Pl ao DNA das células necréticas ou em
apoptose tardia. A anexina V-FITC é detectada como uma fluorescéncia verde e o PI, como

fluorescéncia vermelha através da leitura do comprimento de onda de luz emitido.

Outro marcador importante de apoptose é a caspase 3, que quando ativa é responsavel
pela condensacdo da cromatina e pela fragmentacdo do DNA. A caspase 3 faz parte da cascata
das caspases para a ativacdo da apoptose e pode ser ativada pela pelo apoptossomo ou pela
cascata das caspases, portanto € um marcador importante para a identificacdo de células em
apoptose (ALENZI; LOTFY; WYSE, 2010).



2 OBJETIVOS

Comparar em experimento de cinética do crescimento tumoral, os efeitos da aplicacéo
topica de Imiquimod 5% em animais C57BL/6 inoculados via subcutdnea com melanoma
B16F10, com animais inoculados sem tratamento, animais tratados sem celulas tumorais
inoculadas e animais saudaveis. Essas comparagdes foram efetuadas por meio dos parametros:

volume tumoral, resposta imune, resposta inflamatoria e caracteristicas histologicas.

Um segundo experimento, intitulado experimento de sobrevida, teve por objetivo
medir e estabelecer parametros de comparacdo do tempo médio de sobrevida de dois grupos
de animais, inoculados com a linhagem tumoral: um grupo tratado com o imunomodulador

Imiquimod 5%, em comparagdo com outro grupo que nédo recebeu este tratamento.

Evidenciar aspectos histopatolégicos, de grupos do experimento de evolugdo, nos
seguintes tecidos: pele, tumor, linfonodo inguinal, pulmédo e bago, a fim de estabelecer as
caracteristicas morfologicas da resposta do organismo ao farmaco e ao desenvolvimento

tumoral.

Quantificar as células em necrose e em apoptose nos tumores de camundongos
tratados em relacdo aos tumores dos animais sem tratamento em andlise por citometria de

fluxo, para averiguar se o tratamento foi indutor de morte celular por apoptose.



3 METODOLOGIAS
3.1 Cultura Celular

A linhagem celular B16F10 de melanoma murino foi adquirida na ATCC (American
Type Cell Collection). As células foram descongeladas e cultivadas em meio RPMI
(CULTILAB S.A. Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(CULTILAB S.A.), 2 mM de glutamina (CULTILAB S.A.), 10 U de penicilina e 10 pg de
estreptomicina GIBCO® (Lifescience S.A. S&o Paulo, SP, Brasil), mantidas em estufa a 37 °C

com 5% de CO, em atmosfera Umida.

Para a contagem das células foi utilizado azul de tripan (MERCK) para exclusdo de
células invidveis e contagem de células viaveis em cdmara de Neubauer. Utilizou-se a

concentracdo de 5x10° células/ mL.
3.1.1 Inoculagéo

Animais foram depilados/raspados na regido dorsal para visualizar o local de

inoculacdo e posterior desenvolvimento tumoral.
O local da inoculac¢do foi limpo com solucéo de alcool a 70 %.

Utilizando seringas Insulina U-100 de 1 mL com agulhas pequenas (0,45x13) foram
inoculadas por animal, 5x10* células B16F10 em 100 ulL, via subcutinea, entre camadas

papilar e reticular da pele na regido dorsal.
3.2 Grupos experimentais
3.2.1 Experimento Sobrevida
Vinte animais da linhagem C57BL/6 com dois meses de vida foram separados em dois

grupos com dez animais em cada, Grupo Controle e Grupo Experimental. Foram inoculadas

5x10* células B16F10 em cada animal no dia zero (Dia 0). Animais do Grupo Experimental



receberam o tratamento com Imiquimod diariamente a partir do dia um, e tiveram seus pesos

e tumores medidos em dias alternados, até a morte natural.
3.2.2 Experimento de evolugdo do tratamento

Trinta animais da linhagem C57BL/6 com dois meses de vida foram separados em
grupo Controle com 10 animais e Grupo Experimental com 20 animais. Foram inoculadas
5x10" células B16F10 em cada animal no dia zero. Animais do Grupo Experimental

receberam o tratamento a partir do dia um, uma vez por dia, até a morte.

A fim de estabelecer o efeito do Imiquimod em animais saudaveis foi realizado um
experimento controle composto por dois grupos de cinco animais C57BL/6J com dois meses
de vida. Um dos grupos foi tratado com Imiquimod na regido dorsal uma vez ao dia, seguindo
0 mesmo protocolo estabelecido no grupo experimental, exceto pela auséncia de inoculagéo
de células tumorais, e o0 outro grupo foi mantido no mesmo ambiente, nas mesmas condicdes
ambientais e disposicdo de alimento, sem tratamento e sem inoculacdo de células tumorais

como grupo controle de animais saudaveis sem intervencdes.

Dois animais do grupo controle com tumor, quatro do grupo experimental com tumor
e tratamento, um do grupo controle com tratamento sem tumor e um do grupo controle
saudavel foram eutanasiados nos dias 11, 18, 26 e 33, para investigacdo da progressao do
crescimento tumoral e/ou respectiva modulacdo da resposta imune pelo tratamento com

Imiquimod.

Os animais foram pesados e seus tumores foram medidos em dias alternados, sendo

observados diariamente, até sua morte por eutanasia.

3.3 Tratamento

Cada dose aplicada correspondeu ao volume suficiente para cobrir toda a regido
posterior do dorso dos camundongos. O Imiquimod 5 % (ALDARA®) foi aplicado no local
de inoculacdo, massageando a fim de cobrir a regido posterior do dorso, uma vez ao dia, a
partir da data estimada até o final do experimento segundo metodologia descrita para cada

experimento no item 3.2.



3.4 Volume Tumoral

A cada dois dias, os animais foram pesados em balanca analitica e os tumores visiveis
foram medidos com paquimetro digital, para determinacdo do volume tumoral através da
formula: largura x comprimento® x /6, e para o estabelecimento de uma curva de crescimento

tumoral.

3.5 Analise Estatistica

Foi utilizado o software Graphpad Prism 5 para elaborar os gréficos (figuras 5, 7, 17,
18, 20, 22 e 23) deste trabalho, inclusive a média, o desvio padrao e a significancia dos dados,
que foram realizados por analise de variancia pelo método two-way ANOVA e pos teste pela
técnica seqiencial de Bonferroni. Para elaborar o gréafico de sobrevida (figura 6) foi feita

analise pelo método Kaplan-Meier.

A andlise entre os grupos mostrada na tabela 1 foi feita pelo teste t de Student
(SCHEFLER, 1980), sendo adotado o nivel minimo de 5% de probabilidade (p<0,05).

Os gréaficos representativos da intensidade de fluorescéncia da citometria de fluxo

(figuras 19 e 21), foram feitos utilizando o programa WinMDI na fun¢éo histograma.
3.6 Andlise Morfoldgica e Histoldgica
3.6.1 Necropsia

Os espécimes sacrificados em cdmara de CO, foram colocados em base de isopor e

fixados pelas extremidades dos membros anteriores e posteriores com o emprego de alfinetes.

Primeiramente foi removido o tumor da regido dorsal, utilizando pinca e bisturi. Em
seguida, com tesoura cirargica e com o auxilio de pinga, foi realizado um corte que seguiu a
mediana da porcdo ventral do corpo, partindo da regido pubiana no sentido da porcéo
divisoria entre a cavidade abdominal e a caixa torécica, para a remogéo e armazenamento, em

solugéo com 10 % de formaldeido, do tumor, linfonodos inguinais, bago e pulméo.



3.6.2 Histologia

3.6.2.1 Preparagéo dos tecidos

Para a inclusdo dos orgaos em parafina, foi feito um plano de corte para cada peca,

utilizando pinga, bisturi e tesoura cirdrgica.

Tumor: Quando maior que 1 cm de didmetro, foi dividido em trés ou quatro cortes

paralelos, sendo um corte interno utilizado para inclusao.

Linfonodo inguinal: Devido ao tamanho pequeno dos tecidos, foram incluidos em

parafina intactos.
Baco: Corte longitudinal separando-o em duas partes iguais.

Pulmao: Lobo esquerdo superior foi selecionado para a inclusdo, sem plano de corte.

3.6.2.2 Inclusédo

Para o procedimento de inclusdo das pecas em parafina, foi utilizado um equipamento

histotécnico no Laboratdrio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da USP.

3.6.2.3 Microtomia e Coloragéo

Para o corte das pecas e confeccdo das laminas foi utilizado um micrétomo
(SAKURA) e as pegas dos tecidos em parafina cortadas em cinco micrometros de espessura.
Os cortes foram colocados em solugdo com 30% de alcool e posteriormente em agua destilada
a 55 °C para a captura dos cortes em laminas novas. Toda a manipulacdo foi feita com o
auxilio de pingas e pincéis. As laminas foram mantidas por até 24 horas em estufa a 66 °C
para a melhor adesdo do corte a lamina, em seguida as laminas foram armazenadas em
temperatura ambiente por aproximadamente trés semanas antes de serem coradas com

Hematoxilina e Eosina (HE).



3.7 Citometria de Fluxo

3.7.1 Deteccdo de Apoptose

Uma pequena porgdo dos tumores de animais tratados e controle foram armazenados,
imediatamente apds a necropsia, em meio de cultura RPMI e mantidos refrigerados por até

trés horas para a posterior analise por citometria de fluxo.

Foram utilizados os conjuntos reativos ANNEXIN V-FITC kit® (SIGMA Chemical,
Co., St. Louis, MO, EUA) contendo anexina V-FITC, Pl e tampédo de ligacdo (10 mM
Hepes/NaOH; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,; pH=7,4), e o0 anticorpo DEVD-FMK (inibidor,
ligante de caspase 3) conjugado a FITC (Biovision, Mountain View, CA, EUA) e citdmetro de
fluxo FACS Canto BD (Franklin Lake, NJ, EUA).

Uma porcéo das células foi incubada com Anexina V conjugado com FITC e PI, e
outra porcdo foi incubada com FITC-DEVD-FMK, visando a identificacdo de células

apoptoticas, necroticas e viaveis.

As células foram centrifugadas em PBS por sete minutos a 200 G a uma temperatura
de 20 °C, e o pellet foi ressuspendido em 0,2 mL de tampéo de ligacdo, dos quais metade da

solucdo contendo as células foi utilizada para cada um dos dois anticorpos.

Foi adicionado 0,5 pL de Anexina V conjugado com FITC e 79 pL de 4gua deionizada
a 0,1 mL da solucdo tampdo de ligacdo contendo as células e incubado por 15 minutos na
auséncia de luz a temperatura ambiente. Posteriomente foram adicionados 400 pL de tampdo
de ligacdo e as células foram centrifugadas a 200 G por cinco minutos, o sobrenadante foi
removido e as células ressuspendidas em 400 pL de tampao de ligagdo e mantidas em gelo até
a leitura em citbmetro de fluxo. No momento anterior a leitura no citdmetro de fluxo foi
adicionado 10 pL de solugdo de PI a 100 pg/mL. A fluorescéncia verde do FITC foi
mensurada a 530£30nm (detector FL1) e a fluorescéncia vermelha do Pl foi mensurada a
585+42nm (FL2).

Para a detecgdo da caspase 3 ativa foi adicionado 0,5 pL de FITC-DEVD-FMK e 79
pL de agua deionizada a 0,1 mL da solugdo contendo as células e incubado por 45 minutos na

auséncia de luz a 37 °C com 5 % de CO,. Posteriomente foram adicionados 400 uL de tampdo



de ligacdo e as células foram centrifugadas a 200 G por cinco minutos, o sobrenadante foi
removido e as células ressuspendidas em 300 pL de tampao de ligagdo e mantidas em gelo até
a leitura em citdmetro de fluxo. A fluorescéncia verde do FITC foi mensurada a 530£30 nm
(detector FL1).



4 RESULTADOS

4.1 Volume Tumoral

E evidente a inibicdo do crescimento tumoral devido ao tratamento com imiquimod 5
%, sendo altamente significante (p<0.001) a diferenca entre a média do volume dos tumores
de animais tratados em relacdo aos tumores medidos em animais do grupo controle, a partir
do 25° dia (figura 5).
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Figura 5: Correlac&o entre volume tumoral de animais inoculados com 5x10* células B16F10
s.c. e tratados com aplicacdo tépica diaria de imiquimod 5%, do 1° ao 32° dia, em
comparagdo com o grupo controle. *** = p<0.001



4.2 Sobrevida Kaplan-Meier
Ficou evidente no experimento de sobrevida, um aumento devido ao tratamento com o

imiquimod 5%, sendo o tempo meédio de sobrevida altamente significante nos animais

tratados em relagdo aos animais controle (figura 6 e tabela 1).
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Figura 6: Gréafico referente ao experimento de sobrevida de animais tratados em relacdo ao
grupo controle em porcentagem por dias.

Tabela 1 - Efeito da administragdo tdépica de imiquimod 5 % na sobrevida de
camundongos inoculados com o tumor

Mortalidade
Grupo n % tms (dias)
média * sd
Controle 10/10 100 3067
p<0.001
Tratado 8/10 80 47,8+ 18

Correlagdo de tempo médio de sobrevida entre grupos controle e tratado no ultimo dia do
experimento (dia 70).

tms: tempo médio de sobrevida.

sd: desvio padréo.



4.3 Peso

Peso de Animais
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Figura 7: Representacdo grafica da média do peso de animais tratados em relagcdo ao controle
ao longo do experimento de sobrevida e do experimento controle do tratamento.
Havendo uma pequena diminuicdo no peso dos animais tratados em relacdo ao
controle com tumor, caracterizada pela ativacdo da resposta imune. Significancia
calculada em relacdo ao grupo de animais saudaveis (sem tumor e sem tratamento).
*** = p<0.001

Devido ao tratamento foi observada uma pequena diminui¢do no peso dos animais
(figura 7), dado que animais sem tumor tratados com Imiquimod também tiveram uma
pequena diminuicdo do peso em relacdo ao grupo controle saudavel (sem tratamento e sem
tumor). A diferenca entre a média do peso dos animais saudaveis em relagdo a todos 0s

grupos experimentais foi estatisticamente significante a partir do 14° dia do experimento.



4.4 Histologia

Os cortes de tecidos dos animais experimentais foram corados com hematoxilina e
eosina (HE), para a investigacdo histopatoldgica e descricdo das diferencas devido ao
desenvolvimento tumoral e/ou tratamento com Imiquimod. Foram utilizados somente os
tecidos dos animais sacrificados no 33° dia de experimento, por representarem os exemplares
com maior variagao e com maior tempo para a evolucdo tumoral e o respectivo acometimento

dos tecidos estudados.

4.4.1 Tumor

4.4.1.1 Fotografias de tumor tratado e controle
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Figura 8: Fotografias de tumor de animal do grupo controle (A) e de tumor de animal do

grupo tratado (B), ambos eutanasiados no 33° dia e imediatamente submetidos a
necropsia. Cada traco da régua representa um milimetro.

Em fotografia de exemplares de tumores extraidos de animal tratado e controle (Figura
8), fica evidente a presenca de diversas populacdes de células tumorais, caracterizadas por
nodulos com variagdo de cor no mesmo tumor, de preto a tons marrons e ao branco

amelandtico.



4.4.2 Pele

4.4.2.1 Fotomicrografia da pele de animal sem tumor e sem tratamento
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Fotomicrografia evidenciando: 1.Melandcitos (na camada basal com citoplasma claro
e nucleo densamente basofilico); 2.Camada cornea; 3.Camada granulosa; 4.Camada
espinhosa; 5.Camada basal; 6.Fibras colagenas; 7.Fibroblastos; 8.Bulbo de foliculo
piloso; 9.Glandula écrina; 10.Musculo esquelético. Coloracdo H.E. 200x.

Acima um corte de pele da regido dorsal de um camundongo C57BL/6 saudavel
(Figura 9). Pontos relevantes foram destacados para se ter como base de comparagdo com 0s
cortes da mesma regido de animais dos grupos experimentais.

A seguir observam-se dois cortes de pele da regido dorsal de animal sem tumor tratado
com Imiquimod 5% (Figuras 10 e 11), com a presen¢a de uma célula de Langerhans na
camada espinhosa da epiderme, destacada por seta (Figura 11).



4.4.2.2 Fotomicrografias da pele de animal sem tumor com tratamento
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Figura 10: Corte histolégico da pele de camundongo C57BL/6 tratado sem tumor.
Fotomicrografia evidenciando diversas células com citoplasma claro e ndcleo
densamente basofilico, caracteristica de célula dendritica, na camada espinhosa e

basal. Coloragdo H.E. 200x.
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Figura 11: Corte histolégico da pele de camundongo C57BL/6 tratado sem tumor.

Fotomicrografia evidenciando uma célula de Langerhans na ponta da seta. Coloracéo
H.E. 1000x.

4.4.2.3 Fotomicrografia da pele de animal com tumor tratado

.

Figura 12: Corte histologico da pele de camundongo C57BL/6 tratado com tumor.
Fotomicrografia evidenciando tumor pequeno e restrito abaixo da hipoderme sem
evidéncia de neovascularizacdo. Coloracéo H.E. 40x.



No corte da pele de um camundongo inoculado por via subcutanea com 5x10* células
de melanoma B16F10 e tratado com imiquimod 5% (Figura 12), o tumor se encontra restrito a
camada adiposa abaixo do musculo esquelético da hipoderme, ndo apresenta vascularizacdo e
somente a regido periférica estd em aparente proliferacdo, uma vez que em contato com a
hipoderme as células tumorais recebem aporte sanguineo. A regido central do tumor apresenta

caracteristicas de morte celular, com fragmentos de células e perda de adeséo.

4.4.2.4 Fotomicrografia da pele de animal com tumor sem tratamento
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Figura 13: Corte histoldgico da pele de camundongo C57BL/6 com tumor sem tratamento.
Fotomicrografia evidenciando: 1.Tumor invadindo a hipoderme através de
neovascularizagdo (seta); 2. Tumor com células em proliferacdo; 3.Por¢do do tumor
com tecido tumoral necrosado. Coloracéo H.E. 100x.



Em uma fotomicrografia do corte da pele de um animal inoculado com células de
melanoma nas mesmas condi¢des, porém sem tratamento (Figura 13), o volume do tumor é
bem maior em relacdo ao volume do tumor de animal sem tratamento, e sua proliferacdo é
desorganizada e sem restricbes, uma vez que € observada uma segunda camada tumoral
abaixo do musculo esquelético da hipoderme, com evidente vascularizagdo (Figura 13, 1).
Abaixo da camada mais profunda da hipoderme se nota uma camada de células tumorais em
proliferacdo (Figura 13, 2) e mais abaixo uma regido com células mortas (Figura 13, 3),

devido a notavel perda de adesdo e a fragmentacdo dos nucleos.

4.4.3 Linfonodo inguinal

Figura 14: Fotografia de linfonodo inguinal de animal inoculado com células tumorais e sem
tratamento (A), e fotografia de linfonodo inguinal de animal inoculado com células de
melanoma e tratado com o Imiquimd 5% (B).



Devido a proximidade da regido de inoculagdo das células tumorais com os linfonodos
inguinais, foi possivel observar neste tecido de alguns animais a presenca de metastases,
representadas pela coloracdo escura no linfonodo acometido, como na Figura 14 A, onde
pode-se observar um linfonodo inguinal de animal que recebeu células de melanoma por via
subcutanea na regido dorsal e apresenta grande proliferacdo de tecido tumoral em seu interior,
caracterizado pela coloracdo negra, em comparacdo com o linfinodo inguinal de animal
tratado sem metastase visivel macroscopicamente (Figura 14 B) e com tamanho aumentado,

indicando intensa proliferacdo e circulagéo celular.

4.4.3.1 Fotomicrografias de linfonodo de animal sem tumor nem tratamento
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Figura 15: Corte hist(;légicb de I'ihfo’hodo inghiha‘lﬁdéjcé'mdnddngo saudavel. Isotomicrografia
evidenciando: 1.Céapsula; 2.Seio capsular; 3.Tecido adiposo; 4.Centro germinativo de
nodulo; 5.Trabécula; 6.Cértex; 7.Medula. Coloracao H.E. 40x.

A fim de se ter um padrdo para comparacdo, foram confeccionado cortes de linfonodo
inguinal de um animal saudavel, e duas fotomicrografias (Figuras 15 e 16) foram analisadas e
suas porcOes descritas, para a comparagdo com o0s cortes do mesmo tecido de animais dos
grupos experimentais (Figuras 17, 18, 19 e 20).
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Figura 16: Corte histoldgico de linfonodo inguinal de camundongo saudavel. Fotomicrografia
da borda do linfonodo evidenciando: 1.cortex; 2.medula; 3.capsula e 4.vaso.

Coloracédo H.E. 200x.



4.4.3.2 Fotomicrografia de linfonodo de animal sem tumor com tratamento

Fotomicrografia evidenciando: 1.Capsula; 2.Seio capsular; 3.Centro germinativo de
nodulo; 4. Trabécula; 5.Cortex; 6.Medula. Coloracgéo H.E. 40x.

Em corte histoldgico de linfonodo inguinal de animal que ndo foi inoculado com
células tumorais e recebeu tratamento (Figura 17), é visivel que o tamanho da regido medular
esta um pouco aumentado em relacdo ao do animal saudavel (Figura 15), e suas caracteristicas

estruturais estdo aparentemente normais.



4.4.3.3 Fotomicrografia de linfonodo de animal com tumor, tratado
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Figura 18: Corte histologico de linfonodo inguinal de camundongo tratado com tumor.
Fotomicrografia evidenciando: 1.Capsula; 2.Seio capsular; 3.Centro germinativo de
nodulo; 4.Trabécula; 5.Cortex; 6.Medula; 7.Seio medular. Coloracdo H.E. 40x.

Em um corte histoldgico do linfonodo inguinal de um animal inoculado com células
tumorais e tratado com Imiquimod 5% (Figura 18), o linfonodo esta nitidamente aumentado
em relacdo ao de animal controle (Figura 15) e ao de animal que recebeu somente o
tratamento (Figura 17), apresentando um maior nimero de centros germinativos no cortex, de

seios medulares e capsulares (Figura 18).



4.4.3.4 Fotomicrografia de linfonodo de animal com tumor, sem tratamento

Flgura '19: Corte hlstologlco de Imfonodo mgumal de camundongo com tumor sem
tratamento. Fotomicrografia evidenciando linfonodo aparentemente exaurido, com
centros germinativos de nddulos e cortex pouco evidentes, com regido central da
medula comprometida por metéastase. Coloracdo H.E. 40x.

Acima e abaixo, cortes histolégicos do linfonodo inguinal de um camundongo
inoculado com células B16F10 que ndo recebeu tratamento (Figuras 19 e 20) e foi
evidentemente acometido por metastase. E visivel (circulos) a presenca de infiltrado

inflamatério no linfonodo, oriundo da regido vascularizada da regido medular.



Figura 20: Corte histologico de linfonodo inguinal de camundongo com tumor sem
tratamento. Fotomicrografia evidenciando linfonodo com regido central da medula
comprometida por metastase e infiltrado inflamatorio nas diversas regiGes destacadas.
Coloracéo H.E. 200x.
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4.4.4 Bago
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Figura 21: Representacdo grafica da média do volume em mm? dos bacos dos animais do
experimento de evolucdo do tratamento (topico 3.1.2), com uma diferenca altamente
significante. *** = p<0.001

Figura 22: Fotografias de exemplares de bagco de animais inoculados com células de
melanoma murino, com tratamento (A) e sem tratamento (B).



Durante as necropsias, as trés dimensdes dos bacos foram medidas com paquimetro
para o calculo aproximado dos volumes, representado por grafico da figura 21, evidenciando
que a hiperplasia observada no baco dos animais que foram tratados com Imiquimod 5%
(Figura 22) foi dependente do tratamento topico com o imunomodulador, e independente da
presenga do tumor induzido.

4.4.4.1 Fotomicrografias de bago de animal sem tumor e sem tratamento
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Figura 23: Corte histoldgico de baco de camundongo saudavel. Fotomicrografia
evidenciando: 1.Cépsula; 2.Polpa vermelha; 3.Polpa branca; 4.Trabécula. Coloracéo
H.E. 40x.



Figura 24: Corte histoldgico de bago de camundongo saudavel. Fotomicrografia
evidenciando: 1.Nodulo linfatico de polpa branca; 2.Polpa vermelha. Coloracédo H.E.
400x.

4.4.4.2 Fotomicrografia de baco de animal sem tumor com tratamento

Figura 25: Corte histolégico de baco de camundongo'tra‘tado sem tumor. Fotomicrografia
evidenciando: 1.Cépsula; 2.Polpa vermelha; 3.Polpa branca. Coloragdo H.E. 40x.



4.4.4.3 Fotomicrografias de baco de animal com tumor e tratamento
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Figura 26: Corte histolégico de bago de camundongo tratado, com tumor. Fotomicrografia
evidenciando: 1.Cépsula; 2.Polpa vermelha; 3.Polpa branca. Bago com polpa branca e

vermelha aumentados. Coloracao H.E. 40x.

~

O bago de animal tratado com Imiquimod 5% (figura 25 e 26) tem a polpa branca
muito aumentada em relacdo ao baco de animal saudavel (figuras 23 e 24), evidenciando

grande proliferacdo de leucdcitos.



Lo PIMRS S N R g
Figura 27: Corte histolégico de bago de camundongo com tumor, tratado. Fotomicrografia

evidenciando macréfagos nas setas, ao redor de um vaso na polpa vermelha.
Coloracéo H.E. 400x.

No bacgo de animal inoculado com células tumorais B16F10 e tratado (figura 26), além
do aumento da proliferacdo de leucdcitos, é evidente a presenca de macréfagos perto de vaso
na polpa vermelha (figura 27), e a proporcao destas células é maior no baco de animal tratado
em relacdo ao baco de animal com tumor induzido e sem tratamento (figura 29), e este animal
com tumor e sem tratamento tem o bago com polpas brancas pequenas, ou seja, com menor

proliferacdo de leucécitos (figura 28).



4.4.4.4 Fotomicrografias de bago de animal com tumor, sem tratamento

Figura 28: Corte histologico de baco de camundongo com tumor sem tratamento.

Fotomicrografia evidenciando: 1.Capsula; 2.Polpa vermelha; 3.Polpa branca. Baco
com nodulos linfaticos de polpa branca pouco evidentes. Colora¢do H.E. 40x.
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Figura 29: Corte histolégico “de baco de camundongo com tumor sem tratamento.
Fotomicrografia evidenciando: 1.Macrofago; 2.Arteriola central, em nodulo linfatico.
Coloracao H.E. 400x.



4.4.5 Pulmao

Figura 30: Fotografia do pulmdo de camundongos inoculados com células de melanoma
murino B16F10 via s.c. tratado com Imiquimod 5% (B) e sem tratamento (A). Na
ponta das setas amarelas destaque para pontos de metastases.

No pulmdo de animais tratados foi possivel verificar macroscopicamente tumores
livres de metéstases em maior propor¢do em relacdo ao pulmdo de animais sem tratamento

(exemplo em Figura 30).



4.4.5.1 Fotomicrografia de pulm@o de animal sem tumor nem tratamento
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Figura 31: Corte histolégico de pulmdo de camundongo saudavel. Fotomicrografia
evidenciando vasos sanguineos com a presenca de hemacias e poucos leucdcitos.
Coloracao H.E. 200x.

Ao observar o pulmao dos animais experimentais em cortes histolégicos corados com
H.E. (Figuras 31, 32, 33 e 34), ndo foi possivel distinguir as células tumorais das células do

parénguima pulmonar, mesmo em tecidos com metastases evidentes macroscopicamente.



4.4.5.2 Fotomicrografia de pulm@o de animal sem tumor com tratamento
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Figura 32: Corte histolégico de pulmdo de camundongo saudavel com tratamento.
Fotomicrografia evidenciando vasos sanguineos e a presenca de heméacias e poucos
leucdcitos. Coloragdo H.E. 200x.



4.4.5.3 Fotomicrografia de pulméo de animal com tumor e tratamento

Figura 33: Corte histoldgico de pulmd@ de camundongo com tumor e tratamento.
Fotomicrografia evidenciando vasos sanguineos e a presenca de hemacias e muitos
leucdcitos, caracterizando a presenca de uma resposta imune. Coloracao H.E. 200x.

Os vasos sanguineos destes tecidos revelaram um aumento no numero de leucdcitos
em animais inoculados com as células tumorais (Figuras 33 e 34), e principalmente no
pulmdo de animal tratado com imiquimod (Figura 33), em relagdo ao tecido pulmonar de
animais sem tumor inoculado (Figuras 31 e 32).



4.4.5.4 Fotomicrografia de pulmao de animal com tumor, sem tratamento
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Figura 34: Corte histologico de pulmdo de camundongo com tumor sem tratamento.
Fotomicrografia evidenciando vaso sanguineo com a presenca de hemécias e alguns
leucacitos, caracterizando a presenca de alguma resposta imune, no caso em menor
proporcao em relacdo a verificada no animal tratado. Coloragéo H.E. 200x.

4.5 Citometria de Fluxo

Os tumores de animais inoculados previamente via subcutdanea com células de
melanoma murino B16F10 foram removidos em quatro tempos distintos (dias 11, 18, 26 e 33)
e submetidos a citometria de fluxo de acordo com protocolo descrito na metodologia 3.7, para

investigar o tipo de morte celular que acometeu os tumores dos grupos experimentais.



Apoptose por Anexina V
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Figura 35: Cinética da proporcdo de células tumorais em apoptose marcadas pela presenca de
PS ligada a anexina V-FITC na superficie de suas membranas. ** p<0.01
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O tecido tumoral de animais tratados com o imunomodulador apresentaram um maior
nimero de células em apoptose em relacdo ao tumor de animais sem tratamento,

principalmente nos primeiros 20 dias, onde esta diferenca foi significante (Figura 35).

Em analise de intensidade da fluorescéncia FITC conjugada a anexina V (Figura 36),
guanto maior o deslocamento da curva para a direita, maior € a intensidade de fluorescéncia e
conseqlientemente maior é namero de células positivas para o anticorpo, indicado pela

presenca de PS na membrana.
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Figura 36: Representacdo da intensidade de fluorescéncia da analise por citometria de fluxo
com exemplo para cada dia de necropsia. A leitura foi efetuada no canal FL-1 (530nm)
para o FITC conjugado a anexina V. Quanto maior o deslocamento da curva para a
direita, maior é a intensidade de fluorescéncia e conseqlientemente maior € niumero de

células ligadas pelo anticorpo.



Apoptose por Caspase-3

60-
40-
=S

20-

@8 Conirole
G 1 B3 Tratado

11 18 26 33
DIA

Figura 37: Cinética da proporcdo de células tumorais em apoptose caracterizada pela
intensidade de fluorescéncia do fluorocromo FITC, conjugado ao ligante de caspase 3
ativa DEVD-FMK. Houve um aumento de apoptose significante a partir do dia 26 e
altamente significante no 33° dia em animais tratados em relacdo ao grupo controle. *
p<0.05*** p<0.001

Exemplares de tumores de animais tratados com o imunomodulador e de
camundongos sem tratamento foram analisados nos dias 11, 18, 26 e 33, e submetidos a
citometria de fluxo de acordo com os protocolos descritos na metodologia 3.7. A partir do 18°
dia é possivel afirmar que os tumores de animais tratados sofreram morte celular por apoptose
em maior propor¢gdo em relacdo aos animais sem tratamento, devido ao aumento da
intensidade de fluorescéncia FITC, conjugada ao ligante da caspase 3 ativa DEVD-FMK
(Figura 38), sendo significante a partir do 26° dia e altamente significante no 33° dia (Figura
37).
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Figura 38: Representacdo da intensidade de fluorescéncia da analise por citometria de fluxo
com exemplos para cada dia de necropsia. A leitura foi efetuada no canal FL-1
(530nm) para quantificar a intensidade de fluorescéncia do fluorocromo FITC
conjugado com DEVD-FMK ligado a caspase 3 ativa. Quanto maior o deslocamento
da curva para a direita, maior é a intensidade de fluorescéncia e consequentemente

maior é nimero de células ligadas pelo anticorpo.

A utilizacdo da molécula fluorescente iodeto de propidio (PI) junto com a anexina V

conjugada ao FITC, possibilitou quantificar as células que sofreram apoptose devido a

marcacdo pelo FITC, e ao mesmo tempo apresentam fragmentos de DNA expostos,

caracterizando células em apoptose tardia (Figura 39), e também verificar as células que

sofreram morte por necrose, apresentando somente a fluorescéncia do Pl em andlise por

citometria de fluxo. Sendo evidente que os tumores de animais sem tratamento sofreram

morte por necrose em uma propor¢do maior e altamente significativa em relagéo aos animais

tratados (Figura 40).
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Figura 39: Comparacdo de células em apoptose tardia entre tratado e controle, representadas
pela presenca concomitante dos marcadores anexina V-FITC e PI por citometria de
fluxo. * p<0.05 *** n<0.001
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Figura 40: Comparacdo de células em necrose marcadas somente por Pl em analise por
citometria de fluxo. E evidente a significancia da maior proporcdo de células em
necrose nos animais controle em relagdo aos tratados. *** p<0.001



5 DISCUSSAO

Os resultados do experimento intitulado experimento de evolucdo tumoral (secdo
3.2.2) demonstraram uma desaceleracdo da evolucdo do tumor induzido, devido ao tratamento
topico com Imiquimod, evidente pela diferenca altamente significante (p<0.001) do volume
dos tumores (Figura 5). O tratamento retardou, mas ndo impediu o desenvolvimento tumoral,
e devido ao tratamento, houve uma diminui¢do no peso dos animais (Figura 7), dado que
animais sem tumor tratados com Imiquimod também tiveram uma diminui¢do do peso em
relacdo ao grupo controle saudavel (sem tratamento e sem tumor), sendo a diferenca entre 0s
grupos estatisticamente significante. A dose utilizada pdde ser considerada de baixa
toxicidade, uma vez que 0s animais ndo apresentaram efeitos colaterais comumente descritos
para esse quadro (SANTOS-JUANES et al., 2010), como caquexia, eritema ou ulceracéo
(exceto animais com tumores grandes, onde a ulceragdo € inevitavel devido a necrose tumoral
e tecidual por hipdxia) e apesar da pequena perda de peso (Figura 7) se mantiveram

aparentemente saudaveis.

Em experimento de sobrevida, nenhum camundongo do grupo controle sobreviveu por
mais de 37 dias, enquanto no grupo tratado ainda restavam 60% dos animais vivos neste dia
(Figura 6). No ultimo dia do experimento (dia 70), restavam 20% dos animais tratados
(Tabela 1), sendo evidente e altamente significante o aumento do tempo de sobrevida em
animais tratados em relacdo aos animais controle inoculados com as células tumorais. Os
animais tratados apresentaram um tempo médio de sobrevida de aproximadamente 48 dias,
com diferenca estatistica altamente significante (p<0.001), quando comparado ao tempo

médio de sobrevida do grupo controle (Tabela 1).

Macroscopicamente durante a necrdpsia dos animais foi possivel observar algumas
diferencas entre tecidos de animais tratados em comparacao aos de animais controle (Figuras
8, 14, 22 e 30). Tanto os tumores de animais tratados quanto os de animais controle
apresentaram neovascularizagdo ao seu redor, proporcional ao tamanho do tumor, sendo o
tamanho do tumor tratado menor em relagcdo ao controle (Figura 8), e tanto tumores tratados
como controle apresentaram diversas populacGes de células tumorais evidenciadas
macroscopicamente pela presenca de nodulos e pela variagdo de cores no mesmo tumor, de

preto a tons marrons e ao branco amelanotico na figura 8.



A pele da regido dorsal de um camundongo C57BL/6 saudavel, sem intervencoes,
possui uma camada fina da epiderme, com uma fila Unica de células na camada basal, na
camada espinhosa e na camada granulosa, com muito pigmento de melanina na camada
granulosa. A derme é rica em fibras colagenas e glandulas. A hipoderme é a porcdo
vascularizada da pele e possui muitos foliculos pilosos com muita melanina produzida em
seus bulbos (Figura 9). Devido a espessura fina da epiderme dos camundongos, a inoculacédo
das celulas tumorais foi feita abaixo do musculo esquelético da pele, na hipoderme, e por ser

uma regido vascularizada, facilitou a migrag&o das células tumorais para a circulagao.

Uma caracteristica descrita em pele de camundongo tratada com Imiquimod é a
presenca de células de Langerhans (CLs) maiores, com dendritos expandidos, indicando sua
ativacdo e migracdo (PALAMARA et al., 2004), que foi evidenciada em corte histoldgico de
pele tratada com o Imiquimod (Figura 11).

A aplicacdo tdpica de Imiquimod em camundongos também exerce uma depressdo da
sintese de DNA de células epiteliais no local da aplicacdo, dependente de receptor opidide
(MCLAUGLIN et al., 2010), o que pode explicar a caracteristica das células das camadas
basal e espinhosa da epiderme de animais tratados, com um grande namero de células com

citoplasma claro e nucleo densamente basofilico, de formato oval (Figura 11).

Em corte histologico da pele de um animal tratado com tumor (Figura 12), € evidente
que o tumor foi contido na hipoderme, sem neovascularizacdo no seu interior evidente. A
regido central do tumor se apresentava mais escura, com fragmentos celulares, perda de
adesdo entre as células e presenca de inimeros nucleos picnoéticos, caracterizando morte

celular.

Na pele de camundongos inoculados com as células tumorais, que ndo receberam
tratamento, foram observados tumores em proliferacdo expansiva, acometendo diversas
porcdes da pele, com bastante neovascularizacdo e um aumento da espessura da hipoderme
(Figura 13). As células tumorais em contato com a hipoderme apresentaram nucleos e
citoplasmas densos, em visivel proliferacdo, e a camada tumoral que ndo estava em contato

com a hipoderme apresentava perda de ades&o, nucleos picndticos e fragmentos celulares.



Segundo Sauder (2000) e Richwald (1999), a aplicacdo tdpica de Imiquimod na pele
de camundongos desencadeia uma resposta imune sistémica, e comumente leva a fenémenos
inflamatdrios locais, induzindo direta e indiretamente a secrecdo de citocinas antivirais e
imunomodulatérias de mondcitos, macréfagos, mastocitos e células dendriticas,
potencializando a imunidade Th1l. Houve uma resposta imune sistémica nos camundongos
tratados, caracterizada pela exacerbacdo da proliferacdo celular nos 6rgdos imunologicos
investigados: baco e linfonodo (Figuras 14, 17, 18, 22, 25, 26 e 27).

Animais tratados apresentaram em geral linfonodos inguinais aumentados em relacao
ao controle (Figura 14 B), embora o caso controle de maior volume tumoral tenha apresentado
linfonodo hiperplasico com metéstase. Em animais com tumor e sem tratamento, a presenca
de metéstase nos linfonodos (Figura 14 A) ocorreu em maior propor¢do com desintegracao
parcial desses 6rgaos, ao contréarios dos animais tratados onde a integridade dos linfonodos foi

mantida.

Os linfonodos de animais que receberam somente o tratamento, apresentaram um
aumento das regides medulares nestes orgaos (Figura 17) em relacdo aos linfonodos de
animais saudaveis (Figura 15). Os linfonodos de animais inoculados com células tumorais e
tratados apresentaram uma hiperplasia maior ainda, com aumento dos centros germinativos
das zonas corticais além de aumento do volume nas regiGes medulares. Os linfonodos de
animais com tumor sem tratamento foram acometidos por metastases e apresentaram
infiltrados inflamatdrios (Figura 20), apesar de terem sido ineficazes em evitar a proliferacdo

tumoral em seu interior.

Foi observado um aumento significante do volume dos bacos de animais tratados em
relacdo ao controle (Figura 22), evidenciando a hiperplasia descrita na literatura caracterizada
pelo aumento da presenca de células dendriticas, granuldcitos, neutréfilos e macréfagos
devido ao tratamento com Imiquimod (PALAMARA et al., 2004). Este aumento de volume
ocorreu na polpa branca do baco, regido de proliferacdo linfocitaria, devido ao efeito
imunomodulador do Imiquimod (Figura 25). Os bagos de animais inoculados com células
tumorais tratados apresentaram um aumento tanto da polpa branca quanto da polpa vermelha
(Figura 26), uma vez que haviam celulas tumorais a serem combatidas e portanto algumas

células imunoldgicas, como macréfagos, foram recrutados (Figura 27).



Os bacgos de animais inoculados com células tumorais que ndo receberam tratamento
apresentaram uma polpa branca escassa (Figura 28), muito provavelmente devido ao
recrutamento das células imunolégicas a fim de combater o tumor (Figura 29), mas se
mostraram deficientes em manter uma producdo celular que suprisse a necessidade do

organismo.

Sendo o pulmdo o érgdo de maior afinidade da linhagem tumoral utilizada, foi
possivel verificar macroscopicamente pontos escuros no pulmao de alguns animais (Figura
30). Nao foi possivel verificar metastases nos cortes histologicos obtidos no experimento, pois
a coloracdo H.E. ndo evidencia a distin¢do entre células tumorais e as células do parénquima
pulmonar. Observando os vasos sanguineos dos pulmdes, ficou evidente o aumento de
leucdcitos na circulagéo dos animais inoculados com células tumorais sem tratamento (figuras

33 e 34), e um aumento leucocitario maior ainda no pulmao de animais tratados (Figura 33).

Utilizando a conjugagdo do fluorocromo FITC & anexina-V e a caspase3, foi possivel
quantificar as células em apoptose pela intensidade da fluorescéncia analisada por citometria
de fluxo. A utilizacdo concomitante do marcador nuclear fluorescente Pl junto a anexina V-
FITC possibilitou verificar a alteracdo nuclear caracteristica do estagio tardio de apoptose,
mostrando em animais tratados, a persisténcia do processo ao longo do tempo. A apoptose
identificada pela presenca de caspase 3 ativa (Figuras 37 e 38) representa a ativagdo da
apoptose pela formacdo do apoptossomo e/ou pela presenca de linfocitos T citotdxicos. A
apoptose identificada pela anexina-V representa aquela que esta ocorrendo de fato, através da

presenca de PS na membrana das células tumorais (Figuras 35 e 36).

O aumento do namero de células em necrose ao longo do tempo € compreensivel
devido a resposta fisioldgica desencadeada pelo crescimento desenfreado do tumor.
Aparentemente, em animais tratados, o sistema imune est trabalhando eficientemente para
eliminar células necréticas ou induzi-las a apoptose. Nos animais que nao receberam
tratamento, o TNF pode ser um de poucos recursos adotados pelo organismo para tentar
eliminar o tumor, e tumores grandes passam a apresentar grandes areas com pouca
vascularizagéo, levando o tecido a necrose por hipoxia, o que explicaria a maior proporcao de

celulas em necrose de animais controle (Figura 40).

Células em apoptose inicial apresentam marcagdo positiva para anexina-V e negativa

para Pl. Devido a conjugacdo do corante FITC a anexina-V em fosfatidilserina externalizada,



e o fato de a integridade da membrana celular estar mantida, a ligacdo do Pl a fragmentos de
DNA foi impedida, e portanto foi possivel observar um maior numero de células em apoptose

nos animais tratados em relacdo ao controle nos dias 11 e 18 (Figuras 35 e 36).

Devido a analise por citometria de fluxo da ligacdo do DEVD-FMK-FITC a caspase 3
ativa, foi possivel observar um aumento altamente significativo (p<0.001) de células tumorais

em apoptose pela cascata das caspases, no 33° dia do experimento (Figuras 37 e 38).

O baixo namero de células em apoptose tardia dos animais controle (Figura 39) esta
relacionado ao maior numero de células em necrose. Em contrabalanco, nos animais tratados

a proporcao de células em apoptose é maior.



6 CONCLUSOES

O Imiquimod 5% foi efetivo na inibi¢do parcial do crescimento do tumor induzido e
no aumento do tempo médio de sobrevida, devido a inducdo de morte celular tumoral por

apoptose observada em analise por citometria de fluxo.

Animais tratados apresentaram metastases evidentes macroscopicamente em menor
proporcdo em relacdo ao controle, e a linhagem tumoral B16F10 se demonstrou altamente
proliferativa e danosa aos tecidos adjacentes, sendo um modelo experimental extremo e de
alta patogenicidade, uma vez que os animais sdo acometidos pelas células tumorais de forma

sistémica, afetando diversos tecidos, e com uma sobrevida muito baixa.

A presenca do tumor em si, causou uma resposta imune sistémica caracterizada pelo
aumento de leucdcitos circulantes e recrutamento evidente das células do bago e linfonodos
inguinais. O tratamento potencializou esta resposta imune dando um suporte para que 0S
tecidos imunoldgicos tivessem uma proliferacdo celular mais eficiente, evidenciado em cortes

histoldgicos, fotografias dos tecidos e pelo aumento da taxa de células tumorais em apoptose.
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