ERIKA DOS SANTOS CARVALHO

TERAPIA FOTODINAMICA UTILIZANDO O
CLORIDRATO DE AMINOLEVULINATO DE METILA
NO MODELO DE CANCER BUCAL EM MURINO

INDUZIDO POR CELULAS DE WALKER 256

BRASILIA, 2008



ERIKA DOS SANTOS CARVALHO

TERAPIA FOTODINAMICA UTILIZANDO O
CLORIDRATO DE AMINOLEVULINATO DE METILA
NO MODELO DE CANCER BUCAL EM MURINO

INDUZIDO POR CELULAS DE WALKER 256

Dissertacio de Mestrado apresentada
ao Programa de Pos-Graduagio em
Ciéncias da Saude, da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia, como requisito para a
obtencio do titulo de Mestre em
Ciéncias da Satde.

Orientadora: Professora  Doutora
Nilce Santos de Melo

BRASILIA, 2008



Dedico os anos de trabalho ao meu eterno amor
Gabriel, pelo incentivo e apoio incondicionais.



Agradecimentos

A Deus, responsavel por todas as dadivas em minha vida

Ao meu marido, grande amor, fonte da minha inspira¢do e dos meus
sonhos, agradego por existir na minha vida. Ao seu lado, ndo existe medo,
apenas seguranga e supera¢do. Realizamos uma bela conquista. Amo vocé
para sempre! Nossa vida € como uma pena jogada ao vento: ndo sabemos
aonde vamos, flutuamos ao sabor do destino. Ao seu lado, meu eterno
amor, o desafio torna-se saboroso; a dificuldade, diversao; a dor, sorriso.
Agradeco, também, aos nossos vindouros filhos, que esperam,
ansiosamente, a conclusdo deste trabalho, para fazer parte de nossas vidas.

A professora doutora Nilce Santos de Melo, constante fonte de saber.
O que seria de um aluno sem um mestre, sabio, que o guia e o instrui,
principalmente nos momentos de angustia? Dificil retratar em palavras o
que a senhora, professora Nilce, significa para mim. Indubitavelmente,
levarei, em meu coragdo, € como ensinamento precipuo, a postura
profissional de exceléncia, que conduz o seu trabalho. Seria injusto
agradecer somente pelo que fez por mim durante a minha dissertacdo e a
minha vida académica. A senhora deixou marcas indeléveis, ndo apenas
cristalizadas pelo conhecimento cientifico, mas, também, pela conduta ética

e moral.



Agradeco a minha familia, alicerce perene. A minha mae, guerreira e
entusiasta, que me ensinou a viver com intensidade em todos os momentos.
Ao meu pai, presente de Deus, obrigada por existir em minha vida. Ao meu
querido irmdo Bruno, a minha cunhada Thalita ¢ a minha linda sobrinha
Maria Luiza, pela amizade e carinho.

Ao meu avd Martinho, pelos incessantes ensinamentos transmitidos
com amor e retiddo. Buscarei atingir, em minha vida, a versatilidade de
seus conhecimentos. A minha avé Orisa, pelo amor imensuravel e carinho
infinito. Obrigada pelas oracdes e pelos exemplos que, mesmo silenciosos,
reverberaram profundamente em meu coragdo! A vocés, o agradecimento
de uma vida.

Ao meu avd Alberto (in memoriam), que desbravou, primacialmente,
os caminhos da Odontologia, pelas historias narradas como professor da
catedra de Anatomia de Cabeca e Pescoco, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro e da Universidade Fluminense. A minha avé Neide, modelo de
serenidade.

Aos meus tios Marco e Marisa, ¢ primos Marcello e Manuella,
sempre presentes em minha vida, pela torcida e auxilio. Vocés representam
todos os tios e primos que, apesar da distancia, estdo em meu coragao.

Aos meus sogros Paulo e Anita, pelo amor e apoio irrestritos. Aos

meus cunhados Rafael e Bruno, pelo companheirismo.



As amigas Gabriela, Vanessa e Renata, pelos inesqueciveis
momentos de debates.

Aos técnicos de laboratorio da Universidade de Brasilia, Dedé e
Glorinha, pelo carinho, atencdo e dedicacdo. Vocé€s ajudaram a tornar a
minha pesquisa realidade!

Ao Paulo, fotografo da Faculdade de Satde da Universidade de
Brasilia, pela paciéncia, e por transformar os meus ratos em astros!

A professora Eliete ¢ 4 patologista Dra Leonora, pelo auxilio no
processo de aprendizado.

Ao professor Luiz Alberto Simeoni, pela ajuda especial com as
referéncias bibliogréaficas.

Aos responsaveis pelos laboratorios de Cirurgia Experimental,
Farmacologia Molecular e Odontologia, da Universidade de Brasilia, pelo
espaco cedido para o desenvolvimento da pesquisa.

Agradeco ao apoio da CAPES, pela bolsa de estudo concedida.

A Universidade de Brasilia, minha segunda casa, pelo orgulho e

prazer de nela estudar e trabalhar.



"Nunca ande pelo caminho tracado, pois ele
conduz somente até aonde os outros ja foram."
(Alexander Graham Bell)



Resumo

A indugdo de cancer em animais e o cultivo de células neopldsicas sdo
abordagens importantes para a investigacdo da dindmica tumoral, bem
como para a avaliacdo da terapia fotodindmica. O objetivo da dissertagdo
foi desenvolver modelo experimental de cancer de boca, pela inoculacao,
na lingua de ratos wistar, de ce€lulas de Walker 256, para posterior
avaliacdo dos efeitos da terapia fotodindmica nas lesdes malignas. Foram
utilizados 14 ratos wistar, machos, com 12 semanas de vida, isogénicos,
pesando cerca de 200 gramas. Para a manuten¢do e o armazenamento de
células de Walker 256, foram utilizados 2 ratos. Os 12 animais restantes
foram inoculados com células de Walker 256 na lingua. No dia 8 da
inoculacdo do tumor, os murinos foram tratados da seguinte forma: grupo I,
sem tratamento; grupo I, aplicacdo de laser de arsenieto de galio-aluminio
(100 J/cm?); grupo III, aplicacao de azul de metileno e laser de arsenieto de
galio-aluminio (100 J/ecm?); grupo IV, aplicacdo de cloridrato de
aminolevulinato de metila e laser de arsenieto de galio-aluminio (75 J/cm?).
Os animais foram mortos no dia 10 da inoculacdo. A analise
histopatologica revelou a presenca de neoplasia maligna de origem
indeterminada e de comportamento agressivo em todos os ratos. O efeito da
terapia fotodindmica nos grupos III e IV apresentou resultado

indeterminado, embora com substancial presenga de apoptose, diferengas



no padrdo de necrose € no quadro hemorragico, sugerindo resposta

sistémica dos medicamentos.

Palavras-chave: células de Walker 256; terapia fotodinamica; azul de
metileno; cloridrato de aminolevulinato de metila; laser de arsenieto de

galio-aluminio.



Abstract

The induction of cancer in animals and the cultivation of neoplasic cells are
important approaches for the investigation of the tumor growth dynamics,
as well as for the evaluation of the phototodinamic therapy. The objective
of the dissertation was to develop an experimental model of mouth cancer
by the inoculation of Walker 256 cells on wistar mice tongues for the
subsequent evaluation of the effects of phototodinamic therapy in malign
lesions. Fourteen, 12-week-old, isogenic male wistar mice, weighing about
200 grams each, were used. For the maintenance and storage of Walker 256
cells, 2 mice were used in the investigation. The 12 remaining animals
were inoculated with Walker 256 cells on their tongues. On inoculation day
8 of the tumor, the murines were treated in the following way: group I,
without any treatment; group II, with the application of Gallium-
Aluminum-Arsenide laser (100 J/cm?); group III with the application of
blue methilen and Gallium-Aluminum-Arsenide laser (100 J/cm?); group
IV with the application of methyl aminolevulinato hydrochloride and
Gallium-Aluminum-Arsenide laser (75 J/cm?). The animals were dead on
day 10 of the inoculation. The histopatologic analysis revealed the presence
of uncertain origin and aggressive behavior malign neoplasm in all mice.
The effect of phototodinamic therapy in groups III and IV presented

uncertain results, although with substantial presence of apoptose, besides



differences in the necrosis pattern and in the hemorrhagic picture,

suggesting systemic reaction to medicine.

Key words: Walker 256 cells; phototodinamic therapy; blue methilen;

methyl aminolevulinato hydrochloride; Gallium-Aluminum-Arsenide laser.



Lista de Figuras

Figura 1 Alocacao dos animais............ceoceeerneirnnieenieenieenniee s 33
Figura 2 Balanga para controle de peso........ccceeveviiieiiiiriiiiiie e, 33
Figura 3A Inoculagdo no peritoneo do rato nimero 2...........cccccvvveeeeenennne 33
Figura 3B Puncao do liquido peritoneal do rato nimero 2........................ 33
Figura 4A Eppendorf com SOIUCA0........cccvveiiiiiiiiieiiiieeiieeeeeeeeee e 33
Figura 4B Inoculagdo na lingua de cada animal...............ccoceeniiinnnnnnn. 33
Figura SA Aparelho de laser de arsenieto de galio-aluminio.................... 34
Figura 5B Forma de aplicagao do 1aser...........ccooceeeiiinniiinniiiiiiiiecneee 34
Figura 6A Seringa de insulina contendo azul de metileno........................ 34
Figura 6B Aplica¢do de 0,1 ml de azul de metileno.............cccccevveeennnnns 34
Figura 7A Cloridrato de aminolevulinato de metila topico....................... 34
Figura 7B Aplicacao topica cloridrato de aminolevulinato de metila.......34
Figura 8 Dia 0 da 1noculagao...........ceeueeiiiiiiniiiiiiiiiie e 41
Figura 9 Dia 2 da 1noculagao.........cceeueeiiiiiiniiiiiiiinie e 41
Figura 10 Dia 4 da inoculacg@o..........cccceeevieiniiiiiiiiniieinieccceeee e 41
Figura 11 Dia 6 da inoculacgao..........ccccceeviinieiiiiiiniiiiniecieec e, 41
Figura 12A Dia 8 da 1noculago..........cooueeviiiiiiiiiniciiiiie e 41
Figura 12B Dia 8 da inoculagdo outro angulo fotogafico...........c.cccuuee.. 41
Figura 13 Camara de éter utilizada na morte dos animais.........c...cce.ueev. 42
Figura 14 Espécime de lingua sem inoculagado.........cccuveeevveeeeeeeeeenneen. 42
Figura 15 Espécime do Grupo L........coooeieiiiiiiiiiiiiiiiceeceeceeens 42
Figura 16 Espécime do Grupo IL.........cccceeriiiiiiiiniiiiiiiiiieeeeeen 42
Figura 17 Espécime do Grupo IIL.........ccccooiiiiiiiiiiiiiniiiiiccccecee 42
Figura 18 Espécime do Grupo IV........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 42
Figura 19 Apresentacdo microscopica lingua sem inoculagao.................. 46
Figura 20 Lamina do Grupo L.......cooceeiiiiiniiiiiie e 46
Figura 21A Lamina do Grupo I1..........cccooviiiiiiiiiiiniiie e 46
Figura 21B Lamina do Grupo IL........ccocoeeiiiiiiiiiniiiieee e 46
Figura 22A Lamina do Grupo HI .........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiecceeee 46
Figura 22B Lamina do Grupo IT........ccccoviiiiiiiniiicceee, 46
Figura 23A Lamina do Grupo Hl......c.ccccoooiiiiiiiiiiiiiie e 47
Figura 23B Lamina do Grupo ITL...........cccooiiiiiiiniiiii e, 47
Figura 24A Lamina do Grupo V... 47

Figura 25B Lamina do Grupo IV.....ccccccviiiiiiiie e 47



Lista de Tabelas

Tabela 1 Ficha de analise microscopica modificada...........ccccouvveeeeennnnne.. 33
Tabela 2 Ficha de analise microscopica modificada...........ccccuvveeeeennnnnn.. 34
Tabela 3 Analise do controle de peso grupo L.........ccccoeevviiiieiiiiiireiiennee, 39
Tabela 4 Analise do controle de peso grupo IL.........ccccoeeciieiniiieiiiinnnnnee, 39
Tabela 5 Analise do controle de peso grupo IIL..........cccoecvvieeiiiieninennnne. 40
Tabela 6 Analise do controle de peso grupo IV.......ccooveiiieeiiiieiniiieeee, 40
Tabela 7 Resultado da andlise microscoOpica.........cccceeevvveeeeeeecineeeeeeeennnnn. 46
Tabela 8 Resultado da andlise microscopica.........ccceeevvvveeeeeeciieeeeeeeennen. 46

Tabela 9 Resultado da andlise microscopica.........ccccceevvveeeeeeeciieeeeeeeenee. 47



Lista de Graficos

Grafico 1 Analise do controle de peso grupo L.........cccceveiviiiieiiiiiriinenns 41
Grafico 2 Analise do controle de peso grupo IL.........ccooeeveeeeiiiieneiennnne. 41
Grafico 3 Analise do controle de peso grupo HI..........cccceieveiiieecennnnne. 42

Grafico 4 Analise do controle de peso grupo IV......coocvvvevviiiieiiieeenen. 42



Sumario

ReSUMO. ..o s 1
N 1] T PO 111
Lista de figuras. ....oo.oiiiii i v
Listade tabelas.........oooiiiiiiiii e, vi
Lista de rafiCoS....coooviiiiiiieeeeee e vil
L. INEFOAUGAO. ..o et aeaeeaeeeeas 1
2. Revisao de Iteratura...........c.ovviiiiiiiiiiiiie e e 4
2.1 CANCET . ...ttt ettt ettt e e et e e ettt ee e et ae e e e s n e 4
2.2 CANCET DUCAL ...ciiiiiieeiieeecee e 4
2.3 Modelos experimentais de cancer bucal............cccccoeeeeivieeieieiiiiiie e, 6
2.4 Modelo de tumor de Walker 256...........ccccoeeeeeiiiiiieeeie e, 9
2.5 Tratamentos para o cancer bucal.............cccoooeiiiiiiiiiiiiiii e, 10
2.6 Terapia fotOdINAMICA. .......ccceeeeiiiieeeceeciiiie et 11
2.6.1 HISTOTICO. ..uuuiiieieeiiiieie ettt et e e ae e e e eaanaae s 11
P T I 1 SR URPSRPP 13
2.6.3 Fotossensibilizadores...........ccoeeeviiiieiiiieiiiieie e e 17
3. PrOPOSIGAO. ..eiiiieiiiiiie ettt ettt et e et e e ae e e e ae e e e e annes 23
4. Material € MEtOOS. .....uiiiiiieiiieiee e 24
AT ANIMAIS. ... eiiiiiieieeciiee e eeeeiie e eeee e et te e e e e ete e eeeeesaaraaeaeeeeeaaasaeaeeeasanneaes 24
4.2 Dieta dOS ANIMAIS......cccuverrieeeiiiiieeeeeeiiieeeeeeeerareeeeeesareaeeeeeennareeseeeennnns 25
4.3 Procedéncia, armazenamento ¢ manutencdo das células tumorais de
WALKET ...t e ee e ae e e 25
4.4 Inoculagdo das células de Walker 256 na lingua dos animais............... 27
4.5 Laser utilizado N0 eXperimento.........ceeeecuveeeeeureeeeiieeeerrieesiieeeeieeeenns 28
4.6 Fotossensibilizadores utilizados no experimento..........c.ccceeeeevveeeennnen. 28
4.7 EXPETIMENLO. ¢.ceeuivieeeiiieeeeiiieeentieeesttaeeessteeeesnsseeeanseeesenreessnnseessnsssees 30
4.8 Avaliacao € morte dos animaisS..............ceeeeeeeeiiiirnrreereeeeeeeeeeeeeesrneneene 31
4.9 Exame anatomopatologico dos animais..........eeeeveeeeeveeeeecereeeeneeeeennee 32
R ] 11 16 10 PSR 37
5.1 ANAliSE MACTOSCOPICA. .. uvveeeieireeeeeiiieeeeieeeereeeetieeerraeeessaeaeeeeeareeee e 37
5.2 ANAliSE MICTOSCOPICA. .. uuvveeerirereeiiieeeeiieeeeiieeeeeireeeenreeeereeeenneaeesnnens 45
0. DISCUSSA0. . .ueieeeiiiieeiiiieeeetieeeetie e e ettt e e e st ee s reeesnrae e e saaeeessaeeesssseeeennnes 50

e CONCIUSOES ettt e e e e e e e e e eenns 62






1. Introducao



1. Introducao

Os dados acerca da sobrevida do paciente com cancer de boca, a
despeito das novas tecnologias, permanecem inalterados ha mais de
quarenta anos. O crescente nimero de casos, associado as pequenas taxas
de sobrevida, motiva a busca de novos tratamentos, na tentativa de
minimizar as conseqiiéncias da doenca, evitando seqiielas terapéuticas,
amenizando os efeitos colaterais e, conseqlientemente, proporcionando
melhor qualidade de vida aos pacientes.

Os tratamentos disponibilizados para o cancer de boca podem
provocar seqlielas temporarias ou permanentes, agudas ou cronicas. As
reacoes agudas, que ocorrem durante o curso do tratamento, sao, em geral,
reversiveis. As complicagdes tardias, comumente irreversiveis, resultam em
incapacidade permanente, em piora da qualidade de vida, e variam em
intensidade, sendo, em geral, classificadas em leves, moderadas e graves
(Creak et al., 2005).

Os pacientes portadores de cancer de boca sofrem com as
conseqiiéncias do tratamento cirurgico mutilador, com os efeitos colaterais
da radioterapia e da quimioterapia. O paciente, apOs o tratamento, angustia-
se com o retorno ao convivio social, devido as deformagdes fisicas
causadas pela terapia. As seqiiclas e os efeitos colaterais do tratamento

oncologico sdo significativos em pacientes portadores de cancer de boca,



cujo diagnostico ocorre, freqlientemente, em estadio tardio, o que implica a

utilizacao de terapias agressivas.

O tipo microscopico de cancer de boca prevalente € o carcinoma
espinocelular, que apresenta caracteristicas agressivas quanto ao
comportamento. A localizagdo mais freqiiente desse tipo de tumor, em
algumas casuisticas, ocorre na lingua (Amorim filho et al., 2003). No
entanto, outros tipos histologicos de tumores, embora mais raros, podem
ser encontrados na boca, como, a titulo de exemplo, as manifestacdes de:
linfoma, leucemia,  osteossarcoma, melanoma  intra-bucal ¢

carcinossarcoma (Boros et al., 2004).

No desenvolvimento de pesquisas sobre a génese € o comportamento
da neoplasia maligna, pode-se induzir carcinoma espinocelular no modelo
experimental. Todavia, o processo ¢ demorado, podendo durar até¢ 28
semanas. Somente a partir da indu¢ao e do aparecimento clinico do cancer
no animal ¢ que se torna possivel testar determinada modalidade
terapéutica. Os agentes quimicos envolvidos nessa inducdo sao,
geralmente, o 7,2-diametilbenzoantroceno e o 4-nitroquinolina-N-6xido
(Mognetti et al., 2000).

O carcinossarcoma em murinos pode, ao contrario, ser facilmente
induzido pela utilizacdo de células conhecidas como Walker 256. A

inoculagdo das células no animal induz neoplasia bem caracterizada,



facilmente mantida em laboratorio, de crescimento rapido e uniforme,
raramente apresentando regressoes. A eficiéncia foi comprovada em testes
terapéuticos para outros sitios de acometimento, como a bexiga, o pulmao,
o estdmago e o intestino (Moraes et al., 2000).

O modelo de cancer de boca induzido por células de Walker 256
possibilita o estudo do comportamento metastizante do tumor, da
reabsorcao 0ssea € também de terapias oncoldgicas alternativas, como, por
exemplo, a terapia fotodinadmica, que usa substincias fotossensibilizadoras
para induzir necrose tecidual ou apoptose, seletivamente, nas células
neopléasicas. A terapia fotodindmica parece ser vidvel como tratamento
conservador para o cancer de boca, configurando quadro de preservagdo de
orgaos, podendo, no futuro, substituir as terapias convencionais. Na terapia
fotodinamica os danos aos tecidos adjacentes sdo minimizados pela
seletividade do fotossensibilizador, que tende a se acumular em células
neoplasicas (Castano et al., 2004).

O trabalho objetiva caracterizar, na lingua de ratos wistar, o modelo
de cancer induzido por células de Walker 256, e avaliar a agdo terapéutica
fotodindmica dos agentes quimicos azul de metileno e cloridrato de
aminolevulinato de metila, usados como fotossensibilizadores ativados pelo
laser de baixa intensidade, do tipo diodo, meio ativo semicondutor de
arsenieto de galio-aluminio, modo de emissdo continua, comprimento de

onda infravermelho 780nm, poténcia optica de 60mw, luz guia vermelha.
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2. Revisao de literatura

2.1 Cancer

O numero de casos de cancer tem aumentado de maneira
consideravel em todo o mundo, principalmente a partir do século passado,
configurando-se, na atualidade, como um dos mais relevantes problemas de
saude publica mundial, e tornando-se uma das principais causas de morte
no Brasil. A freqliéncia de distribuicdo dos diferentes tipos de cancer
apresenta-se varidvel, em fun¢do das caracteristicas de cada regido,
enfatizando-se a necessidade do estudo das variagdes geograficas nos
padroes da doenga, para adequado monitoramento e controle (Guerra et al.,
2005).

No Brasil, estima-se que em 2008 a incidéncia do cancer atingira,
aproximadamente, 470.000 novos casos. O tipo mais incidente sera o
cancer de pele ndo-melanoma, com 115.010 casos. Em seguida, o cancer de
prostata, com 49.530 novos casos; mama, com 49.400; pulmao, com
27.270; colon e reto, com 26.990; estobmago, com 21.800 e colo de utero,

com 18.680 (Inca, 2007).

2.2 Cancer bucal

Cancer de boca ¢ uma denominagao que inclui os canceres de labio e

da cavidade oral. O cancer de labio ¢ mais freqliente em pessoas brancas,



sendo comum no ladbio inferior. O cancer em outras regides da boca
acomete, principalmente, tabagistas. Os riscos aumentam quando o
tabagista €, também, alcoolatra (Amorim filho et al., 2003).

A principal causa de progndsticos desfavoraveis ¢ o fato das
neoplasias malignas serem diagnosticadas tardiamente, isto €, quando j4 se
encontram em estadios avancados (Epstein, Zhang et al., 2002). A faixa
etaria de maior prevaléncia do cancer bucal figura entre 50-60 anos, com
predilecdo para o género masculino (Amorim filho et al., 2003).

Os tumores malignos que acometem cabega e pescogo correspondem
a 10% de todas as neoplasias humanas, das quais 40% estdo situadas na
cavidade oral e orofaringe, sendo a base da lingua o segundo sitio mais
afetado (Inca, 2007).

As neoplasias malignas de boca, observadas em ambiente clinico,
sdo ulceradas ou nodulares, de crescimento progressivo e indolor nas fases
iniciais, causando uma série de sintomas conseqiientes a invasao de
estruturas adjacentes. Citam-se, amiude, em fases tardias, dor, perdas
dentarias, sialorréia, trismo, sangramento, disfonia, linfoadenopatia cervical
e emagrecimento (Dedivitis, Franga et al., 2004).

Varios fatores determinantes sdo detectados e investigados a respeito
da etiologia do cancer de boca. O conhecimento dos riscos constitui a base
para prevencdo efetiva da doenga. Mesmo sendo o cancer de boca uma

doenca multifatorial, o tabaco e o alcool sdo agentes de risco importantes



ndo s6 para o desenvolvimento da neoplasia, como também para o
prognostico (Dedivitis et al., 2004).

Existem varias reagdes adversas a radioterapia, citando-se, a titulo de
exemplo, mucosite, candidose, disgeusia, caries por radiagdo,
osteorradionecrose, necrose do tecido mole e xerostomia. Os mencionados
efeitos colaterais 1rdo depender da dose, do local irradiado, do
fracionamento, da idade e das condig¢des clinicas do paciente (Jham &
Freire, 2006).

O tratamento multidisciplinar, incluindo a equipe médica, o
cirurgido-dentista, o fonoaudidlogo, o nutricionista e o psicologo ¢ a
melhor alternativa para minimizar, ou prevenir tais complicacdes (Jham &

Freire, 2006).

2.3 Modelos experimentais de cancer bucal

Os modelos experimentais em pesquisa podem ser definidos como a
materializacao de parte da realidade. Devem apresentar precisao adequada,
por meio de comprovacdo prévia e também pela demonstracdo das
limitagdes que envolvem os aspectos concretos da vida (Ferreira, 2003).

No esfor¢o de procurar novas alternativas terapéuticas, varias
técnicas tém sido estabelecidas para melhorar os modelos experimentais de
cancer de boca. Sao descritos na literatura os seguintes modelos de indugdo

de cancer bucal: uso de substincia quimica, transplantagdo e modelo



genético. Nenhum modelo animal retratara fielmente o cancer em humanos,
mas ha possibilidade de auxilio na investigacdo da progressdo da doenca,
elaboracdo de diagndstico e tratamento (Mognetti et al., 2006).

As substancias quimicas carcinogénicas mais utilizadas sdao 4-
nitroquinolina-N-6xido e 7,12-dimetilbenzoantroceno. Apesar de serem
quimicamente distintas, ambas produzem cancer quando aplicadas
sisttmica ou topicamente, induzindo tumores com caracteristicas
morfologicas similares (Chen et al., 2002).

O modelo de inducdo quimica sistémica, pelo carcinogeno 7,2-
diametilbenzoantroceno, induz o aparecimento de lesdes malignas em
aproximadamente 13 semanas. Nao obstante, o agente indutor ¢ inadequado
para avaliar o potencial metastatico (Lima, 1999).

O composto 7,2-diametilbenzoantroceno comporta-se,
experimentalmente, como um agente iniciador da carcinogénese. Os
carcindgenos quimicos se ligam ao DNA e causam mutagdes. O principal
mecanismo de ag¢do dos carcindgenos quimicos consubstancia-se na
formacdo de compostos covalentes com o DNA, o que aumenta a
probabilidade de ocorrerem erros durante a replicagdao (Lima, 1999).

A carcinogénese quimica realiza-se por intermédio de dois estagios:
iniciacdo, que ¢ a transformacdo celular promovida pela substancia
cancerigena, tornando-a potencialmente capaz de se multiplicar de modo

autbnomo; e promocgdo, que consiste na proliferagdo ou expansdo das



células iniciadas. Ao contrario da iniciacdo, a promog¢ao ¢ sempre um
processo mais demorado, e o promotor ndo se liga a0 DNA nem provoca
mutagdes, possuindo a propriedade de irritar os tecidos e de provocar
reagOes inflamatodrias e proliferativas (Lima, 1999).

O carcinogeno 4-nitroquinolina-N-6xido, ao ser administrado na
agua de camundongos duas vezes por semana, na concentracdo final de
0,001%, induz o aparecimento de lesoes malignas em aproximadamente 16
semanas (Vered et al.,, 2003). O referido carcinogeno produz efeitos
mutagénicos e carcinogénicos, ambos mediados pela formacao intracelular
de espécies reativas de oxigénio, pela agdo direta do 4-nitroquinolina-N-
oxido sobre o DNA celular (Kanojia & Vaidya, 2006).

Existem trabalhos que demonstram que lesdes induzidas por 4-
nitroquinolina-N-6xido apresentam vantagens quando comparadas as
induzidas por 7,2-diametilbenzoantroceno, tais como: melhor visualizagdo
da transformagdo neopléasica e verossimilhanga histologica com tumores
humanos (Vered et al., 2005).

Utiliza-se, também, como modelo, o camundongo atimico ou nude
mouse. O animal apresenta auséncia de timo ou timo rudimentar, sendo
portador de deficiéncia de imunidade celular por linfocitos-T, tolerando a
integracdo de heterotransplantes. Trata-se de mutacao de um gene recessivo
autossomico, situado no cromossomo 11 (Ferreira et al.,, 2005). A

1munodeficiéncia torna os animais vulneraveis a morte, cristalizando fator



limitante para alguns tipos de pesquisas (Ferreira, Hochman et al., 2005).
Outro modelo empregado € a transplantagdo de células, seguida por varios
protocolos, que usam cé€lulas de carcinoma escamoso e de carcinoma
adenoide cistico em camundongos imunodeprimidos (Umeda et al., 2001).
A inducdo de cancer em animais e o cultivo de células neoplésicas
sdao abordagens importantes para se investigar a dindmica tumoral, bem
como as alteracdes causadas no organismo portador de tumor. Um dos
modelos animais mais utilizados em ratos wistar ¢ o tumor de Walker 256

(Black et al., 1994).

2.4 Modelo de tumor de Walker 256

O tumor de Walker 256 surgiu espontaneamente na glandula
mamaria de ratas albinas prenhes (Dornelas et al., 2006). As células
tumorais na forma ascitica podem ser injetadas intraperitonealmente em
outros animais, para o desenvolvimento do tumor ascitico. As mesmas
c¢lulas podem, ainda, ser injetadas em diferentes o6rgdos e tecidos, sempre
com o desenvolvimento de tumor sélido (Moraes et al., 2000).

O carcinossarcoma de Walker 256 ¢ uma neoplasia bem
caracterizada, facilmente mantida em laboratério e de crescimento rapido.
Possui comportamento biologico agressivo, sendo localmente invasivo e
com alto poder de desenvolver metastase por via linfitica e hematogénica

(Moraes et al., 2000). Existem trabalhos sobre o tumor de Walker,



mormente no que tange ao comportamento bioldgico, as alteracdes
bioquimicas e aos efeitos metabolicos (Vido et al., 2000), (Guimaraes et
al., 1999). E utilizado, também, como modelo experimental em pulmao
(Neto et al., 2002), estomago (Oliveira et al., 1998), rim (Silva et al., 2002),

cavidade oral (Alves et al., 2004) e figado (Zarur et al., 2004).

2.5 Tratamentos para o cancer bucal

A associacdo de cirurgia e radioterapia poOs-operatoria constitui o
tratamento padrdo no carcinoma espinocelular das vias aerodigestivas
superiores em estadio avancado. A doenca ¢ definida pela presenca de
tumor primario extenso (acima de 4cm em seu maior didmetro ou
infiltracdo de estruturas adjacentes), de metastases regionais, caracteristicas
que configuram o estadio clinico III ou IV (Creak et al., 2005).

O cermne do problema das terapias convencionais reverbera na
mutilagdo que se segue a cirurgia ou a necrose tecidual, que pode acometer
pacientes submetidos a radioterapia. O tratamento cirtirgico do carcinoma
espinocelular de lingua e assoalho, localmente avancado, nos estadios T3 e
T4, inclui o esvaziamento cervical. Mesmo na auséncia de metastases
clinicamente identificaveis, indica-se o esvaziamento eletivo, pois a taxa de
metastases ocultas ¢ superior a 30% (Creak et al., 2005).

O tratamento do cancer bucal, conforme salientado alhures, depende

do estadiamento da lesdo e das condi¢des clinicas do paciente. No caso de



tumores inacessiveis ou com margem cirurgica comprometida, ou, ainda,
de pacientes sem condigdes clinicas para a realizagdo de cirurgia, a
radioterapia € o tratamento mais indicado (Creak et al., 2005).

Os pacientes submetidos a radioterapia de cabega e pescoco
apresentam efeitos colaterais debilitantes, tais como letargia, caquexia,
xerostomia, disfasia, alteragdo no paladar, faringite, mucosite (Siddiqui et

al., 2007).

2.6 Terapia fotodinamica

2.6.1 Historico

Pesquisas relatam que a luz solar ¢ utilizada com finalidade
terapéutica desde os primordios da civilizagdo.  Substancias
fotossensibilizadoras eram obtidas de plantas que, aplicadas sobre a derme,
promoviam a absor¢cdo de luz solar, objetivando a cura da discromia
causada pelo vitiligo. Diversas formas de terapia com luz solar foram
difundidas pelos arabes, gregos e romanos, para tratamento de doengas de
pele. Até hoje, utilizam-se medicamentos que interagem com a luz. Ha,
também, inumeros medicamentos fotossensiveis (Brugnera Junior &

Pinheiro, 1998).

A primeira geragdo de drogas para a terapia fotodindmica, a base de

derivados hematoporfirinicos, surgiu na década de 50. Na década de 60, foi



verificado actimulo de porfirinas preferencialmente em tumores,
implantados em camundongos e ratos, observando-se que a incidéncia de
luz proporcionava regressao da doenca (Simplicio, 2002).

A partir da década de 70, varias preparacdoes de derivados
porfirinicos comecaram a ser testados para uso em terapia fotodinamica,
culminando com o desenvolvimento do Photofrin II (Simplicio, 2002).

Na década de 90, a aplicacdo topica de nova geracdo de precursores
da hematoporfirina (fotossensibilizadores enddgenos), como o acido 5-
aminolevulinico e o cloridrato de aminolevulinato de metila, foi empregada
em terapia fotodindmica. As referidas substancias ndo sdo, essencialmente,
fotossensibilizadores, mas, sim, precursores metabolicos da Protoporfirina
IX (Simplicio, 2002).

Atualmente, nos pro-farmacos sensibilizadores aprovados para
utilizacdo em oncologia, encontram-se derivados de hematoporfirina
(polimero sodico), ativo contra canceres de pulmao, gastrico superficial,
adenocarcinoma esofagico, cervical e de bexiga. Além disso, registram-se,
também, derivados de metiltetraidroxifenilclorina (temoporfina), ativo
contra canceres de cabeca e pescocgo, € de acido S5-aminolevulinico, ativo
contra queratose actinica. Consigna-se, por fim, os derivados de metil 5-
aminolevulinato, ativo contra queratose actinica e carcinoma de células

basais (Brown et al., 2004, Detty et al., 2004, Gold & Goldman, 2004).



2.6.2 Laser

As fontes de radiagdo, empregadas para ativagio do
fotossensibilizante, sdao, em geral, lasers. A melhor fonte de radiacdo
caracteriza-se pelo custo reduzido, com o maximo de absor¢do da
medicagdo, sem efeitos térmicos significativos. Os lasers de diodo
afiguram-se, também, como alternativa de custo intermedidrio. Existem
lasers de diodo cobrindo o espectro visivel vermelho e infravermelho,
podendo, assim, atender a boa parte dos agentes fototerap€uticos ja
existentes no mercado. Tais lasers sao capazes de fornecer luz pulsada de
consideravel poténcia, com precisdo sobre o tecido a ser irradiado, gragas a
sistemas de distribui¢do baseados em feixes de fibras Opticas (Machado,
2000).

Os aparelhos de laser, em geral, possuem os seguintes componentes:
uma fonte de energia, um meio ativo (s6lido, liquido ou gasoso) e um tubo
de ressonancia (cavidade optica que possui espelhos nas extremidades) A
energia, que € liberada pela fonte, excita os 4&tomos contidos no meio ativo
do aparelho. Os atomos excitados retornam espontaneamente ao estado
denominado metaestabilidade (excitagdo intermedidria) e, a seguir, ao
repouso (Brugnera Junior & Pinheiro, 1998).

O laser possui propriedades singulares, que o diferencia de outras

fontes luminosas. Citam-se as caracteristicas abaixo discriminadas:



* Monocromaticidade: a luz laser € pura e composta de uma cor. A cor
da luz ¢ definida pelo respectivo comprimento de onda, que interage,
de forma especifica, com o tecido. Os atomos utilizados sao
idénticos, gerando fotons de mesmo comprimento de onda.

* (Coeréncia: as ondas possuem a mesma fase. Ha uniformidade de luz.

* Colimagdo: as ondas sdo direcionadas em paralelo, ou seja, viajam
na mesma direcao (Brugnera Junior & Pinheiro, 1998).

O laser ¢ emitido em ondas cujo comprimento € igual ao meio ativo
que o gerou. A unidade de medida ¢ o joule por centimetro quadrado
(J/cm?). O ponto mais alto da onda ¢ chamado crista, e, 0 mais baixo, vale.
O comprimento de onda refere-se a distancia entre duas cristas sucessivas,
sendo a freqiiéncia medida pelo nimero de cristas (Brugnera Junior &
Pinheiro, 1998). Os meios ativos podem ser:

* Gasosos: didoxido de carbono, argdnio, criptonio e hélio nednio;

e [solantes: cromo, cristais de neudimio, érbio ¢ holmio;

e (Corantes: rodamina e cumarina;

e Semicondutores: diodos; €

e Excimer: KrF, XeCl, HF e CO.

A melhor luz utilizada para ativar o fotossensibilizante na terapia
fotodinamica ¢ o laser. Entre as vantagens do laser, como fonte de luz,

estdo a estabilidade, a coeréncia e a previsibilidade (Parise & Buzaid,



2006). Outra fonte de luz que poderia ser utilizada ¢ o diodo emissor de
luz.

Uma alternativa adicional razoavel ¢ a utilizacao de diodo emissor de
luz, disponivel no mercado em todas as regides espectrais, incluindo-se a
do vermelho. As fontes a base de diodo emissor de luz, apesar de
apresentarem poténcia muito inferior ao laser, sdo mais baratas (Mang,
2004).

O mecanismo de interagdo da terapia fotodindmica ocorre quando
uma molécula aroméatica absorve luz de energia. A molécula pode sofrer
uma transi¢do eletronica ao estado de singleto excitado. Dependendo da
estrutura molecular e do ambiente, a molécula pode perder energia por
intermeédio de processos fisicos ou eletronicos, retornando ao estado
fundamental, ou pode sofrer transi¢do para o estado tripleto excitado

(Eduardo & Novaes, 2004).

A terapia fotodinimica é a combinacdo de uma droga fotossensibilizante
que se acumula preferencialmente nas células tumorais, com uma luz laser que
ativa a medicacio, gerando formas de oxigénio téxicos, que ocasionam, por fim, a

apoptose ou a necrose tecidual (Simplicio, 2002).

O oxigénio singleto, produzido no processo da terapia fotodinamica,
pode reagir com os lipidios insaturados, proteinas e aminoacidos. Tais
biomoléculas sdo as principais constituintes das membranas bioldgicas.

Sao, também, alvos celulares destruidos na terapia fotodinamica. Portanto,



as mencionadas reagdes ocasionam mudancas da permeabilidade celular,
provocando lise das células e, em conseqiiéncia, a morte do tecido tumoral
(Ribeiro, 2005).

A resposta terapéutica do azul de metileno foi investigada in vivo por
injecdo local dentro do tumor (adeno-carcinoma, G-3), em ratos, na
concentracao de 1% de azul de metileno, diluida a 0,01% em cloreto de
sodio isotonico. O tratamento com 1% de azul de metileno e irradiagao de
diodo emissor de luz de comprimento de onda de 662 nm, gerando uma
dose total de 100 J/cm?, resultou na destruicdo do tumor em 79% dos
animais tratados. Parece que o diodo emissor de luz induziu a reagdo de
azul de metileno, produzindo oxigénio singleto (Orth et al., 2000).

Ensaios clinicos consideraram que a terapia fotodindmica pode
tornar-se uma op¢ao de tratamento de pacientes com cancer (Cheung et al.,
2004). Estudo recente comprovou que o fotossensibilizante cloridrato de
aminolevulinato de metila é eficaz no tratamento de lesdes i1niciais,
resultando em satisfacdo estética para o paciente. No trabalho, foram
avaliados, em 2 estudos multicéntricos, controlados com placebo, um total
de 119 pacientes, dos quais 62 foram tratados com a terapia fotodinamica

(Parise & Buzaid, 2006)

2.6.3 Os fotossensibilizadores



A eficiéncia do tratamento de terapia fotodindmica depende dos
seguintes fatores: seletividade e retengdo do fotossensibilizador,
intensidade da radiagdo eletromagnética, eficiéncia da absor¢do dos fotons
ativadores e da transferéncia de energia de excitacdo da molécula
fotossensibilizadora, e efeito oxidante na molécula (Eduardo & Novaes,
2004).

As caracteristicas gerais das drogas usadas em terapia fotodinamica
sdo: elevada afinidade e penetracdo no tecido doente em detrimento do
tecido saudavel, absor¢do molar na regido espectral entre 600 e 1000nm,
fotossensibilidade ndo prolongada, simplicidade na formulagdo,
reprodutibilidade, estabilidade do formulado, rapida eliminagdo do corpo,
caracteristicas fotofisicas favoraveis, baixa citotoxicidade, facilidade de
manuseio sintético, custos reduzidos, roteiros de validacdo, além de
producao em escala industrial (Simplicio, 2002).

Consubstancia-se como pré-requisito fundamental dos
fotossensibilizantes, a quantidade de droga localizada no tecido alvo. Os
fotossensibilizadores sdao absorvidos por células normais € neoplasicas, mas
sdo retidos por mais tempo nas uUltimas. O mecanismo da seletividade
prolongada ainda ni3o esta elucidado. O aumento da permeabilidade
vascular, assim como a drenagem linfatica insuficiente nos tecidos

neoplésicos contribui para retengdo das drogas (Luksiene, 2003).



As investigagdes clinicas e terapéuticas sugerem que a terapia
fotodinamica ¢ eficaz, além de possuir algumas vantagens, como a baixa
incidéncia de efeitos colaterais e o bom resultado estético da area tratada.
Parece ser uma alternativa 1util, até o presente momento, no tratamento de
tumores cutaneos superficiais de grande extensdo ou localizados em areas
anatomicas de dificil acesso (Bakos et al., 2003).

Exsurge, como caracteristica importante dos fotossensibilizadores, o
estado tripleto. A droga fotoativadora excitada deve reagir com o ambiente
por transferéncia eletrOnica/reagdes redox, ou transferir energia de
excitacdo a uma molécula de oxigénio, produzindo o altamente reativo
oxigénio singleto, ocorrendo necrose ou apoptose. O fotossensibilizador
danifica os alvos tumorais pelo efeito da oxidagdo (Eduardo & Novaes,
2004).

O fotossensibilizante, excitado por um foton, inicia uma cascata de
reacdes quimicas, formando produto oxidativo (reagdo tipo I) e oxigénio
singleto (reagdo tipo II), levando, ainda, a citotoxicidade direta ou ao dano
vascular e, subseqiientemente, a regressdo tumoral (Eduardo & Novaes,
2004).

O sistema de liberagdo de drogas pode ocorrer por meio de dois
mecanismos principais, de tipos I e II. No mecanismo tipo I, hd a
transferéncia do elétron entre o fotossensibilizador no estado tripleto

excitado e o substrato ou moléculas do solvente, gerando radicais ou ions-



radicais em reacdo de transferéncia de elétrons ou atomo de hidrogénio. No
mecanismo de tipo II, o oxigénio singleto ¢ responsdvel pela foto-
inativacdo das células do tumor, sendo gerado por meio de processo de
transferéncia de energia durante uma colisdo do sensibilizador excitado
com o oxigénio tripleto (Machado, 2000).

O azul de metileno ¢ um corante da classe das fenotiazinas. Desperta
interesse devido a sua propriedade eletrocatalitica em face da NADH4, que
¢ a coenzima das enzimas dehidrogenases. Devido as suas caracteristicas
fotofisicas, fototoxicas ¢ em funcdo da alta afinidade da membrana
mitocondrial celular, o composto fenotiazinico de azul de metileno tem-se
mostrado uma opg¢ao de fotoativador potencial para a aplicagdo médica,
como droga na terapia fotodindmica. O azul de metileno se liga
significativamente na membrana mitocondrial, que ¢ constituida por 20-
30% em massa de cardiolipina, um fosfolipidio ani6nico dimérico e
tetrainsaturado (Orth et al., 2000).

Recentemente, um esforco considerdvel foi direcionado na
compreensdo das interagdes de azul de metileno. Tais estudos podem ser
promissores na area de terapia fotodindmica. Apesar dos aspectos fisico-
quimicos e biomédicos estudados in vitro e in vivo, a influéncia das
caracteristicas das membranas na ligacdo e organizacao da droga, relevante
para os mecanismos de fotossensibilizagdo, ndo ¢ completamente entendida

em nivel molecular (Orth et al., 2000).



O acido 5-aminolevulinico apresenta um radical metil que, ao
penetrar na célula, ¢ rapidamente demetilado. Em passo subseqiiente, o
acido S5-aminolevulinico e o cloridrato de aminolevulinato de metila
seguem a mesma via de biossintese do heme celular. Esses precursores da
Protoporfirina IX apresentam algumas vantagens em relagdo a outros
fotossensibilizadores utilizados em terapia fotodinamica, tais como: rapidez
na degradacdo pelo organismo, eliminagdo de possiveis riscos da
fotossensibilizagdo em tecidos sadios, baixas doses de administragcdo
(Machado, 2000).

O cloridrato de aminolevulinato de metila ndo ¢ um
fotossensibilizante por si proprio. Ele tem como alvo a via biossintética do
heme, no qual o acido aminolevulinico e outras espécies levulinicas sdo
transformados via porfirinas fotoativas ao heme. A sintese do heme ocorre
na mitocondria e no citosol das células (Peng et al., 2001).

As propriedades farmacodinamicas do cloridrato de aminolevulinato
de metila sdo do grupo farmacoteraputico 16.1.9, medicamentos
antineopladsicos, imunomoduladores, citotoxicos. Apos a aplicagdo tdpica
do cloridrato de aminolevulinato de metila, verifica-se um actmulo
intracelular de porfirinas nas lesdes cutaneas tratadas. As porfirinas
intracelulares sdo fotoativas, consubstanciadas por compostos fluorescentes
que, por ativacao da luz e na presenca de oxigénio, produzem oxigénio

singleto, responsavel pela destruigdo de constituintes celulares,



especificamente a mitocondria. A ativacdo pela luz das porfirinas
acumuladas desencadeia uma reacdo fotoquimica toxica para as celulas
afetadas expostas a radiagdo (Peng et al., 2001).

A formagdo fisiologica do acido aminolevulinico, desde a glicina e a
succinil-coenzima  “A” pela  enzima  intramitocondrial  4cido
aminolevulinico sintase, ¢ o primeiro passo dessa via. Devido a baixa
ligacdo enzima-substrato e feedback negativo pelo heme intracelular, o
acido aminolevulinico sintase ¢ uma enzima com taxa-limite de
conservagao para sintese do heme. O cloridrato de aminolevulinato de
metila aplicado externamente penetra na pele e, através do dacido
aminolevulinico sintase, ¢ finalmente convertido em porfirinas. O
mecanismo e¢xato de acdo do cloridrato de aminolevulinato nao ¢
totalmente entendido. O cloridrato de aminolevulinato também pode ser
hidrolisado para acido aminolevulinico pela estearase, apesar de nao haver
ainda evidéncia direta. De maneira alternativa, o cloridrato de
aminolevulinato de metila pode entrar na via biossintética do heme
diretamente como éster. O cloridrato de aminolevulinato de metila pode,
ainda, ter efeitos indiretos nas enzimas dessa via e afetar o processo de
regulacdo (Peng et al., 2001).

A localizagao subcelular do fotossensibilizador também ¢ um fator
determinante para ocorrer a necrose ou a apoptose. O oxigénio singleto,

produto da fotooxidacdo das drogas na terapia fotodindmica, ¢ ativador do



mecanismo de morte celular. Varios estudos demonstram que os
fotossensibilizadores podem se acumular em locais diversos dentro da
célula, tais como na mitocondria, onde os danos provocam morte por
apoptose; ou nas membranas plasmaticas, cuja destrui¢do levaria a célula a
necrose (Gupta et al., 2003).

Apoptose ¢ uma forma regulada de morte celular fisiologica, que
depende da expressdo de suicidio maquinario celular, no qual uma cascata
da caspases ¢ induzida a morte (Wising et al., 2005). Morfologicamente, os
elementos cruciais do processo sdao: condensacdo da cromatina,
encolhimento celular e producdo de corpos apoptoticos, sendo estes
engolfados por células circunvizinhas e, por fim, fagocitados (Nowis et al.,
2005).

O tratamento com a terapia fotodindmica pode resultar em apoptose
ou necrose celular (Kaneko et al.,, 2004). Em muitos tratamentos com
terapia fotodindmica, observam-se que os agentes fotossensibilizadores
atuam na mitocondria (Ribeiro et al., 2005). Tal caracteristica se reveste de
fundamental relevancia, pois a referida organela possui papel fundamental

no processo apoptotico (Valls et al., 2005).



3. Proposicao



3. Proposicao

Objetivo Geral:
Desenvolver modelo experimental de rapida inducdo de neoplasia,
pela inoculacdo, na lingua de ratos wistar, de células de Walker 256, para

posterior avaliagdo dos efeitos da terapia fotodindmica nas lesdes malignas.

Objetivos especificos:

* Induzir, experimentalmente, neoplasia maligna pela inoculagdao de
células de Walker 256 na lingua de ratos wistar;

e Analisar, clinica e morfologicamente, as alteracdoes teciduais
presentes na lingua de ratos wistar, apds a inoculacdo das células de
Walker 256;

* Realizar tratamento, com terapia fotodinamica, em neoplasia maligna
na lingua de ratos wistar, usando azul de metileno, seguido da
aplicacao de laser;

e Tratar, com terapia fotodindmica, neoplasia maligna na lingua de
ratos wistar, usando cloridrato de aminolevulinato de metila, seguido
da aplicacao de laser; e

* Comparar, clinica e histopatologicamente, os resultados da terapia

fotodinadmica nos diferentes grupos.



4. Material e Métodos



4. Material e Métodos

A pesquisa em tela foi aprovada pelo Comité de Etica no uso animal,
localizado no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia,
em 30 de maio de 2006, em consonancia com o processo protocolado sob o
numero 33971/2006, conforme anexo.

O experimento foi realizado no laboratério de cirurgia experimental
da Faculdade de Medicina, localizado na Universidade de Brasilia, sob a
supervisao da veterinaria responsavel, seguindo os cuidados de assepsia e

biosseguranca.

4.1 Animais

Utilizaram-se 16 ratos da espécie rattus norvegicus albinus, da
linhagem wistar, machos, com 12 semanas de vida, isogénicos, pesando,
cada um, cerca de 200 gramas. Foram adquiridos do biotério da Faculdade
de Ciéncias da Saude, situado na Universidade de Brasilia. Dos 16 animatis,
2 foram utilizados para a manutencdo das celulas tumorais de Walker no
peritoneo e 2 para estudo piloto, a fim de aferir a quantidade de células que
seriam inoculadas na lingua dos ratos wistar.

Os 12 ratos wistar foram alocados, em grupos de trés, em caixa de
polietileno 40 x 60 x 18 cm, sendo nela mantidos, para a devida

ambientacdo, durante trés dias — que antecederam o inicio do experimento



— sob idénticas condi¢des, com ciclo de luz de 12h/dia, temperatura e
umidade constantes e ruido minimo (Figural). Os animais foram pesados
no inicio do experimento e a cada dois dias, para controle do peso (Figura

2), e fotografados com proposito analitico.

4.2 Dieta dos animais

Utilizou-se a ragdo labina (Agribands Purina do Brasil/LTDA), que
contém 23% de proteina, 8% de minerais, 5% de fibras e tracos de
vitaminas. Foram empregadas ragdo so6lida e agua, ambas ad [libitum. A
alimentacdo dos animais ficou sob constante observacao durante todo o

experimento.

4.3 Procedéncia, armazenamento e manutengao das células

tumorais de Walker 256

A linhagem “A” do tumor de Walker 256 (originaria do The Crist
Hospital Line, Nacional Cancer Institute Bank, Cambridge, Mass., USA)
foi fornecida pelo Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental, Unidade
Laser, da Faculdade de Ciéncias Médicas, da Universidade Estadual de
Campinas, para o Departamento de Nutricdo da Universidade de Brasilia,
sendo gentilmente cedida pela mestre Vanessa Cunha Taveira para o

Departamento de Odontologia.



As células foram recebidas em um eppendorf contendo liquido
hemorragico peritoneal com células de Walker 256. O eppendorf estava
congelado no freezer a -80°C. Houve o descongelamento, realizado, em
aproximadamente 15 minutos, na temperatura ambiente. O eppendorf
continha 0,7 ml de liquido hemorragico peritoneal com células de Walker
256, misturado em 0,3 ml de glicerina bidestilada, resultando em 1,0 ml. A
solugdo de 1,0 ml foi inoculada no peritoneo do rato wistar numero 1.
Depois de quatro dias, coletou-se o liquido hemorragico peritoneal com
c¢lulas de Walker 256, por meio de puncdo. Logo apos a pungdo, as células
foram separadas por centrifugacdo, suspensas em solucdo salina, sendo
uma aliquota retirada para contagem das células na presenca de azul de
tripam. Apds a contagem das células, foi inoculado 1,0 ml da solucao (0,7
ml de liquido hemorragico peritoneal com células de Walker + 0,3 ml de
glicerina bidestilada) no peritoneo do rato wistar nimero 2, o que
corresponde a, aproximadamente, quatro milhdes de células tumorais de
Walker 256 (Figura 3A). Quatro dias depois, removeu-se, por meio de
pun¢do, o liquido hemorragico peritoneal com células de Walker 256
(Figura 3B), passando-se ao armazenamento dos frascos (eppendorf) da
seguinte forma: em cada eppendorf colocou-se 0,7 ml de liquido
hemorragico peritoneal com células de Walker 256, misturado em 0,3 ml
de glicerina bidestilada, que resultou em 1,0 ml. Em seguida, a substancia

homogénea foi conservada em freezer a -80°C. As aliquotas estocadas na



temperatura citada poderdo, futuramente, servir para inoculagdo no
peritbneo, bem como em outros 6rgdos. A manutencdo das células do
tumor de Walker 256 consiste na inoculagdo de 1,0 ml do liquido

hemorragico no peritoneo de ratos wistar (Novaes, 1999).

4.4 Inoculacao das células de Walker 256 na lingua dos animais

Inicialmente, realizou-se estudo piloto com 2 ratos da espécie rattus
norvegicus albinus, da linhagem wistar, machos, com 12 semanas de vida,
isogé€nicos, pesando, cada um, cerca de 200 gramas, com o objetivo de
verificar a quantidade de células a serem inoculadas na lingua. No rato 1,
como descrito no trabalho de Alves, injetou-se 0,1 ml de sangue com
células de Walker 256, totalizando, aproximadamente, 106 células/ml,
(Alves et al., 2004). No rato 2, inoculou-se 0,05 ml, portanto, metade das
células utilizadas no rato 1. Observou-se que no rato 2 a progressao do
tumor foi mais lenta em comparagdo com o rato 1. Os dois animais foram
mortos no dia 10 da inoculagdo. Dessa forma, optou-se pelo procedimento
utilizado no rato 1, tendo em vista a célere progressao do tumor.

O procedimento de inoculacdo na lingua dos 12 ratos wistar foi
desenvolvido da seguinte forma: depois de pesados, os animais foram
anestesiados na camara de éter. Posteriormente, o eppendorf que estava
estocado em freezer a -80°C, na propor¢dao de 0,7 ml de liquido

hemorragico peritoneal com células de Walker 256, misturado com 0,3 ml



de glicerina bidestilada, totalizando 1,0 ml da solu¢do (Figura 4A), foi
descongelado, em aproximadamente 15 minutos, na temperatura ambiente.
Posteriormente, injetou-se 0,1 ml, com uma seringa de insulina, na lingua
de cada rato wistar (Figura 4B).

Com fulcro no procedimento acima descrito, foram inoculadas, em
cada lingua, aproximadamente 10 células/ml de células de Walker 256. O

dia da inoculagdo foi padronizado como dia 0.

4.5 Laser utilizado no experimento

A fonte de radiacdo empregada para ativacao do fotossensibilizante,
no presente trabalho, foi o laser de arsenieto de gélio-aluminio, com
comprimento de onda infravermelho de 780nm, denominado,
comercialmente, mucolaser (Figura SA).

As caracteristicas do mucolaser sao: laser de baixa intensidade, do
tipo diodo, meio ativo semicondutor de arsenieto de galio-aluminio, modo
de emissao continua, opcoes de poténcia P1 (30mW) e P2 (60mW), tempo
de aplicacdo variavel, luz guia vermelha, classificacdo de potencial de
periculosidade IIIB, penetracdo de 2 a 3 cm, time digital pré-programavel,
sonorizador programavel, pontas autoclavaveis, trés Oculos de protecdo
exclusivos, uma caneta que apresenta bico removivel para limpeza, area do

spot do feixe com 0,04mm?.



O laser apresenta um detector de caneta no painel frontal para teste
da poténcia, que auxilia o profissional a verificar a correta quantidade de
joules, quando acionado por um toque no pedal.

O laser foi aplicado em toda a area do tumor, respeitando a
circunscricdo da ponteira. A forma de aplicacdo foi pontual, por cm?
(Figura 5B). O aparelho foi utilizado na poténcia 2, que resulta em 4,5
J/cm? a cada 3 segundos.

Seguiu-se o protocolo do artigo de Orth, utilizando-se a dose de
laser nos grupos II e III, de 100 J/cm? (Orth et al., 2000). Ja a dose
administrada no grupo IV, de 75 J/cm? foi ministrada de acordo com

protocolo fornecido pelo fabricante do medicamento.

4.6 Fotossensibilizadores utilizados no experimento

Foram utilizados dois fotoativadores: azul de metileno e cloridrato de
aminolevulinato de metila, cujo nome comercial € metvix. A escolha do
azul de metileno deve-se ao fato de apresentar baixo custo, facil aquisicao e
simples manipulacdo. Por outro lado, o cloridrato de aminolevulinato de
metila representa um dos medicamentos mais modernos para terapia
fotodinamica.

O azul de metileno 1% vetec (C16 H16 C 1 N3 SX H20) foi
manipulado da seguinte forma: 1 g de azul de metileno misturado em 100

ml de soro fisiologico a 0,9 NaCl (Orth et al., 2000).



O cloridrato de aminolevulinato de metila ¢ um creme, de cor bege a
amarelo palido, que contém 160 mg/g de aminolevulinato de metilo (na
forma de cloridrato), equivalente a 16% de aminolevulinato de metilo na
forma de cloridrato. Os excipientes incluem o alcool cetoestearilico (40
mg/g), o parahidroxibenzoato de metilo (E 218; 2 mg/g), o
parahidroxibenzoato de propilo e o 6leo de amendoim (30 mg/g).

O cloridrato de aminolevulinato de metila possui autorizagdo para
introducdo no mercado Galderma International — sucursal em Portugal,
Avenida Duque D’avila, 185 — 3° 1050-082, Lisboa, nuimero da
autorizagdo de introducdo no mercado aprovado em 7/8/2006 —

INFARMED.

4.7 Experimento

Os animais, no dia do tratamento, foram anestesiados com 10% de
ketamina e 2% de xilazina. A anestesia foi mantida durante todo o
procedimento.

Realizou-se o tratamento dos grupos no dia 8 da inoculacio,
consoante se observa na descri¢ao abaixo:

Grupo I: Trés animais com carcinoma de Walker 256 na lingua, sem

tratamento.



Grupo II: Trés animais com carcinoma de Walker 256 na lingua, tratados
pela aplicagdo unica e pontual de laser, em dose final de 100 J/cm® em cada
area da lesdo, abrangendo integralmente o tumor.

Grupo III: Trés animais com carcinoma de Walker 256 na lingua, tratados
com terapia fotodinamica, utilizando-se o fotossensibilizador injetavel azul
de metileno (Figura 6A), com uma dose de 0,1 ml em todo o tumor
(Figura 6B), seguido de aplicacdo pontual de laser, uma hora depois, em
dose final de 100 J/cm® em cada 4rea da lesdo, abrangendo integralmente o
tumor.

Grupo IV: Trés ratos com carcinoma de Walker 256 na lingua, tratados
com terapia fotodindmica, utilizando-se o fotossensibilizador cloridrato de
aminolevulinato de metila topico (Figura 7A) em toda a lesdo (Figura
7B), seguido de aplicagcdo pontual de laser trés horas depois, em dose final

de 75 J/cm® em cada 4rea da lesdo, abrangendo todo o tumor.

4.8 Avaliacao e morte dos animais

A evolucao do carcinossarcoma de Walker 256 foi constantemente
supervisionada por meio da avaliagdo clinica do aparecimento de lesdes
bucais nos animais, registrada na ficha clinica e por fotografias.

Os animais foram observados diariamente por um periodo de 10 dias,

sendo pesados e fotografados nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10.



Tendo em vista a célere progressdao do tumor de Walker, os animais
foram mortos no dia 10 da inoculacdo, por inalagdo de éter etilico em
camara de vidro fechada. As linguas foram removidas e fixadas em

formalina a 10%.

4.9 Exame anatomopatoldgico dos animais

Os cortes foram padronizados de forma sagital, corados pela técnica
de rotina, com hematoxilina e eosina, no laboratorio de Odontologia da
Universidade de Brasilia. Os blocos foram seccionados no micro6tomo
rotativo American Optical, na espessura de Sum, e analisados no
microscopio optico Axi o Shop 2 Plus Zeiss. O programa utilizado para
captacdo das imagens foi o Win TV 2000.

As laminas foram avaliadas, de acordo com as tabelas abaixo, por
quatro examinadores: a pos-graduanda e trés patologistas, de modo cego

em relacdo aos grupos a que pertenciam as laminas.



Tabela 1 Ficha de analise microscopica modificada (Silva et al., 2006)

Analise Parametros

Infiltrado inflamatoério 1 Discreto +
"1 Moderado + +
'] Intenso + + +

Necrose ") Superficial +
] Moderada + +
] Profunda + + +

Hemorragia ] Discreta +
) Moderada + +
] Intensa + + +

Mitoses bizarras '] Discreta +
"1 Moderada + +
(] Intensa + + +




Tabela 2 Ficha de analise microscopica modificada (Silva et al., 2006)

Analise Parametros
Ulcera "1 Ausente
(] Presente
Apoptose JAusente
[ |Presente
Hipercromatismo JAusente
[ |Presente
Pleomorfismo [ 1Ausente
[ |Presente
Invasao perivascular JAusente
[ |Presente
Invasao neural "1Ausente
[ |Presente
Invasao muscular " 1Ausente

[ |Presente




Figura 1 Alocagdo dos animais durante o experimento. Figura 2 Balanca para controle de peso dos animais.

Figura 3A Inoculagio de 1,0 ml de liquido hemorragico no Figura 3B Pungio do liquido peritoneal do rato nimero 2.
peritoneo do rato nimero 2.

Figura 4A Eppendorf com solugio de 0,7 ml de liquido Figura 4B Ino!:ula-;ﬁo de 0.1 m_l da solugdo do eppendorf da
hemorrdgico peritoneal com células de Walker + 0,3 ml de figura 4A na lingua de cada animal.

glicerina bidestilada, totalizando 1,0 ml. Seringa de insulina

utilizada para inoculagdo na lingua do animal.



Figura 5A Aparelho de laser de arsenieto de galio-aluminio, Figura 5B Forma de aplicagdo do laser.
com comprimento de onda de 780nm.

Figura 6A Seringa utilizada contendo azul de metileno. Figura 6B Aplicagio de 0,1 ml de azul de metileno.

METVIX™

Figura 7A Cloridrato de aminolevulinato de metila. Figura 7B Aplicagio topica do cloridrato de aminolevulinato
de metila.



5. Resultados



5. Resultados

5.1 Anélise macroscopica

Os animais foram criteriosamente avaliados, fotografados e pesados
nos dias 0, 2, 4, 6, 8 € 10. O dia da inoculacao foi padronizado como dia 0.

No dia 0 do experimento, os animais foram fotografados (Figura 8),
pesados, anestesiados na camara de éter e, posteriormente, inoculou-se
tumor de Walker 256 na lingua.

Os murinos, no dia 2 do experimento, continuaram a alimentar-se ¢ a
beber agua. Clinicamente, foi observado aumento de volume na lingua em
todos os grupos (Figura 9).

Os ratos wistar, no dia 4 do experimento, apresentaram continuo
aumento de volume na lingua e inicio de perda de peso (Figura 10).

No dia 6 do experimento, observou-se decréscimo na ingestdo de
racdo, redugdo de peso, sangramento e majoragdo do volume da lingua dos
ratos (Figura 11).

Todos os animais, no dia 8 de acompanhamento e avaliagdo (Figura
12A), apresentaram intenso sangramento, reducao de peso, trismo, necrose,
areas ulceradas, dificuldade de alimentacdo, aumento de volume da lingua,
além de acimulo de placa bacteriana na lingua, mucosa jugal e dentes

(Figura 12B).



Durante o procedimento de avaliacdo do tumor de Walker 256, apos
a conclusdo do tratamento, morreram, no dia 9, 1 rato do grupo IV e 1 rato
do grupo II. No dia 10, morreu 1 rato do grupo II. Nos casos em epigrafe,
nao houve oportunidade de realizar-se necropsia.

No dia 10 da pesquisa, os animais foram pesados € mortos na camara
de ¢ter (Figura 13). Realizou-se, como procedimento subseqiiente, a
necropsia da lingua de todos os 9 animais. Macroscopicamente, a necropsia
da lingua dos animais apresentou os seguintes resultados:

* A (Figura 14) ilustra a lingua de um rato wistar que ndo sofreu
inoculagdo de células de Walker 256, ndo pertencendo a pesquisa,
servindo, tdo-somente, como meio de comparagdo com as outras
linguas necropsiadas.

e Espécime do Grupo I, inoculado com células de Walker 256, sem
tratamento (Figura 15).

* Espécime do Grupo II, inoculado com células de Walker 256, tratado
com laser (Figura 16).

* Espécime do Grupo III, inoculado com cé¢lulas de Walker 256,
tratado com azul de metileno e laser (Figura 17).

* Espécime do Grupo IV, inoculado com células de Walker 256,

tratado com cloridrato de aminolevulinato de metila e laser (Figura

18).



O crescimento tumoral na lingua foi observado em todos os 12
animais implantados.
Segue, abaixo, a analise do controle de peso de todos os animais da

pesquisa:

Tabela 3 Controle do peso grupo I - Sem tratamento

Dias da inoculacado Rato 1 Rato 2 Rato 3
0 219,66¢g 222,48¢g 225,57¢g
2 219,66¢g 222,48¢ 225,57¢g
4 230,26¢g 232,03¢g 229,43¢
6 221,28¢g 217,24¢ 222,85¢g
8 210,86¢ 196,74¢g 191,52¢g
10 178,70g 176,28¢g 180,31¢g

Tabela 4 Controle do peso grupo II - Tratamento com laser

Dias da inoculacado Rato 1 Rato 2 Rato 3
0 207,72¢g 156,32¢ 189,33¢
2 207,72¢g 156,32¢ 189,33¢
4 241,26¢g 186,39¢ 216,51¢g
6 230,83¢g 187,02¢g 210,82¢g
8 201,15¢ 168,72¢g 186,02¢g

10 morreu 145,53¢g morreu




Tabela 5 Controle do peso grupo III - Tratamento com azul de metileno
seguido da aplicagdo de laser

Dias da inoculacado Rato 1 Rato 2 Rato 3
0 202,38¢g 237,94¢ 277,87¢g
2 202,38¢g 237,94¢ 277,87¢g
4 205,81g 246,99¢ 291,69¢
6 203,81¢g 228,30g 284,77¢g
8 177,62¢g 192,85¢ 246,23¢g
10 160,43¢g 171,20g 219,71g

Tabela 6 Controle do peso grupo IV - Tratamento com cloridrato de
aminolevulinato de metila seguido da aplicacdo de laser

Dias da inoculacado Rato 1 Rato 2 Rato 3
0 185,60¢g 248,21¢g 209,53¢g
2 185,60g 248,21¢g 209,53¢g
4 179,09¢ 231,54¢ 209,51¢g
6 193,71¢g 207,98¢g 215,13¢g
8 184,96¢ 176,54¢g 229,94¢

10 146,94¢g morreu 222,37g




Grafico 1 Analise do controle de peso grupo I - Sem tratamento
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Grafico 2 Analise do controle de peso grupo II- Tratamento com laser
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Grafico 3 Analise do controle de peso grupo III- Tratamento com azul de
metileno seguido da aplicacao de laser
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Grafico 4 Analise do controle de peso grupo IV- Tratamento com
cloridrato de aminolevulinato de metila seguido da aplicacdo de laser
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Figura 13 Camara de éter utilizada na morte dos animais. Figura 14 Espécime de lingua normal de um rato wistar que
nio pertencia 4 pesquisa, apenas para comparar com os
grupos da dissertagio.

Figura 15 Espécime do Grupo I, sem tratamento. Figura 16 Espécime do Grupo 11, tratado com laser.

Figura 17 Espécime do Grupo 111, tratado com azul de Figura 18 Espécime do Grupo 1V, tratado com cloridrato de
metileno e laser. aminolevulinato de metila e laser.



5.2 Anélise Microscdpica

A (Figura 19) apresenta o resultado de uma lamina microscopica de
tecido da lingua de um rato wistar que ndo sofreu inoculagdo de células de
Walker 256, nao pertencendo a pesquisa, servindo, tdo-somente, como
meio de comparagao com as outras laminas.

Os cortes histologicos de todos os grupos caracterizaram-se pela
evidente proliferacdo de neoplasia maligna indiferenciada, composta por
células redondas de escasso citoplasma, nucleo volumoso, bordas definidas,
cromatina frouxa e nucléolos bem definidos, hipercromatismo e mitoses
atipicas, resultados da inoculagdo das células de Walker 256 na lingua dos
12 ratos wistar, como ilustra a (Figura 20). Como o grupo I ndo recebeu
tratamento, as laminas apresentaram as caracteristicas em mote.

Nas (Figuras 21A & B), ilustram as ldminas do grupo II, tratado
apenas com laser, o resultado de neoplasia maligna indiferenciada,
composta por células redondas, frouxamente dispostas, com escasso
citoplasma, nucleo volumoso e hipercromatismo, mas sem presenca de
apoptose.

Nas (Figuras 22A & B), ilustram as laminas do grupo III, tratado
com azul de metileno e laser, alteragdes nucleares compativeis com
apoptose, além da existéncia de extensas areas hemorragicas (Figuras 23A

& B).



Nas (Figuras 24A & B), ilustram as laminas do grupo IV, tratado
com cloridrato de aminolevulinato de metila e laser, corpos apoptoéticos.

As tabelas abaixo demonstram os resultados da analise microscopica

Tabela 7 Resultado da analise microscopica

Grupos Infiltrado inflamatério  Necrose Hemorragia Mitoses
I Intenso Profunda Moderada Intensa
II Discreto Moderada Moderada Intensa
III Discreto Superficial Intensa Intensa
v Discreto Superficial Moderada Intensa

Tabela 8 Resultado da andlise microscopica

Grupos Ulcera Apoptose Hipercromatismo Pleomorfismo
I Presente Ausente Presente Presente
II Presente Ausente Presente Presente
I Presente Presente Presente Presente

1\ Presente Presente Presente Presente




Tabela 9 Resultado da analise microscdpica

Grupos Invasdo perivascular  Invasao neural

Invasao muscular

| Presente Presente
11 Presente Presente
11 Presente Presente

1\ Presente Presente

Presente

Presente

Presente

Presente




Figura 19 Apresentagio microscopica dos tecidos normais
da lingua de um rato wistar que ndo pertencia a pesquisa,
apenas para comparagio com os grupos da dissertagdo HE
10X.

Figura 21A Grupo II, tratado apenas com laser - neoplasia
maligna indiferenciada, composta de células redondas,
frouxamente dispostas, com escasso citoplasma, nicleo
volumoso e hipercromatismo, mas sem evidéncia de
apoptose. Cé¢lulas neoplasicas do tumor de Walker HE 100X.

Figura 22A Grupo 111, tratado com azul de metileno e laser -
evidéncia de alteragoes nucleares compativeis com apoptose.
Células neoplasicas do tumor de Walker HE 100X,

Figura 20 Neoplasia maligna indiferenciada, composta de
células redondas, de escasso citoplasma, nicleo volumoso,
de bordas definidas, cromatina frouxa, nucléolos bem
definidos, hipercromatismo e mitoses atipicas, resultado da
inoculagdo das células de Walker 256 na lingua dos ratos HE

20X.
W

Figura 21B Grupo 11, tratado apenas com laser - neoplasia
maligna indiferenciada, composta de células redondas,
frouxamente dispostas, com escasso citoplasma, nicleo
volumoso e hipercromatismo, mas sem evidéncia de
apoptose. Células neoplasicas do tumor de Walker HE 100X.

Figura 22B Grupo III, tratado com azul de metileno e laser -
evidéncia de alteragdes nucleares compativels com
apoptose. Células neoplisicas do tumor de Walker

HE 100X.
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6. Discussao

A inducdo de cancer em modelos animais ¢ um método importante
para se investigar a dindmica tumoral e a avaliagdo de tratamentos. A
indu¢gdo com uso de farmacos especificos como o 7,2-
diametilbenzoantroceno e o 4-nitroquinolina-N-o6xido sdao factiveis, porém
demandam tempo excessivo para o desenvolvimento do tumor € somente
apos essa fase € possivel testar uma terapia (Kanojia & Vaidya, 20006).
Além disso, os carcindgenos quimicos, diretos e indiretos, nem sempre
causam mutacdo, mesmo quando se ligam ao DNA, pois o organismo
dispoe de sistema de reparacdo de DNA, apresentando indice de “pega”
muito variavel (Kanojia & Vaidya, 2006).

A inducdo de cancer em modelos animais, utilizando células
tumorais injetadas diretamente no 6rgao, como o tumor de Walker 256, ¢
um modelo de neoplasia empregado para estudar o efeito de agentes
citotoxicos, medicacdOes e imunossupressores. O tumor de Walker 256
também tem a vantagem de ser facilmente obtido in vivo, pela inoculacao
de células em ratos. Falhas de inoculagdo ou regressdao espontinea sao
pouco freqiientes (Moraes, et al., 2000).

A escolha do modelo animal com a utilizacdo de ratos wistar
fundamenta-se na facilidade de aquisicdo e baixo custo. O rato € um

modelo de manuseio relativamente simples e exige poucos cuidados. Além



disso, apresenta facil indice de “pega”. Por essas razoes, foi escolhido para
o estudo em foco.

As células s3o facilmente mantidas em laboratorio, possuem
crescimento tumoral célere e, ao serem injetadas no animal, promovem o
desenvolvimento de um tumor com caracteristicas neoplasicas malignas
evidentes e indice de “pega” de 100% em ratos wistar (Black et al., 1994,
Moraes et al., 2000, Silva et al., 2004, Alves et al., 2004).

No presente trabalho, evidenciou-se que em todos os grupos havia
tumor bem estabelecido, configurando-se 100% de indice de “pega”, de
acordo com a observacdo clinica. Entretanto, na analise histopatologica
realizada no grupo IV, observou-se auséncia de tumor em laminas,
correspondente a 1 animal do grupo. Infere-se, como possivel explicagdo,
que os cortes tenham sido realizados de forma superficial ou tenham
contornado o tumor. Pode ter ocorrido, também, erro de processamento da
peca durante a inclusdo, pois, clinicamente, verificou-se a existéncia de
tumor em todos os animais, conforme visto nas figuras clinicas,
caracterizado pelo aumento volumétrico, alteracio da forma e
quadruplicacdo do volume da lingua. Nas referidas laminas, a andlise
microscopica revelou tecido conjuntivo com aspecto de normalidade,
presenca de glandulas serosas e mucosas, epitélio integro e inimeros

mastocitos. Mesmo assim, como havia outras laminas com nitida presenca



de tumor em animal do grupo IV, deduz-se que o indice real de “pega”
continuou a ser 100%.

Encontrou-se idéntico resultado, no tocante ao indice de “pega” de
100% e de desenvolvimento do tumor, na Unica pesquisa para indugdo de
cancer de boca usando células de Walker 256 (Alves et al., 2004). Nos
modelos de tumor de figado, bexiga, rim e pulmao, com células de Walker
256, também foram observados indice de “pega” de 100% (Dornelas et al.,
2006, Neto et al., 2002, Silva et al., 2002, Zarur et al., 2004). Os resultados
observados acerca do alto indice de “pega” parecem ocorrer em virtude do
comportamento agressivo do tumor, devido as variantes. O tumor de
Walker 256 apresenta duas variantes, “A” e “B”, que sdo diferentes no
tocante a agressividade. No presente trabalho, utilizou-se a variante “A”,
por ser mais agressiva.

Os mecanismos envolvidos na progressdo e até mesmo na regressao
(espontanea ou ndo) no modelo de tumor de Walker 256 ainda ndo sdo
completamente entendidos. A variante “A” possui propriedade agressiva e
pode induzir efeitos sist€micos, como anorexia, retencdo de dgua, seguida
por perda de peso e morte. Tais resultados sugerem que a agressiva variante
“A” ¢ relacionada com a modulacdo de citocina. As citocinas sao
glicoproteinas soluveis, de pequeno peso molecular, produzidas pelos
macrofagos e linfocitos do hospedeiro, em resposta a estimulos tumorais,

que atuam como mensageiras intercelulares. Niveis circulantes



mensuraveis de citocinas ocorrem, geralmente, em situagdes de
hiperestimulo da producdo, e, provavelmente, refletem perda dos
mecanismos de homeostase (De Almeida Salles Perroud et al., 2006)

As citocinas tém sido associadas a chave principal de fatores
tumorais envolvidos na caquexia do cancer (Argiles et al., 2003) e, com a
progressdo da doenga, € possivel que passem a circular em outros tecidos e
venham a atuar como fatores endocrinos (Ockenga & Valentini, 2005). Na
presente dissertagdo, ao final do dia 9, os animais apresentavam-se
caquéticos, debilitados e com extenso tumor na lingua, ocorrendo, em
conseqiiéncia, a morte de 3 ratos wistar.

Durante o procedimento de avaliacio do tumor de Walker 256,
depois do tratamento, morreram, no dia 9 da inoculacao, 1 rato do grupo IV
e 1 rato do grupo II. Ademais, no dia 10 da inoculacdo, morreu 1 rato do
grupo II. Registra-se que ndo houve oportunidade de realizar necropsia
nesses ratos, em face do momento em que morreram.

No presente trabalho, ocorreu a morte de 3 animais no dia 9 da
inoculacdo de tumor de Walker 256 na lingua. Obteve-se, portanto,
sobrevida de 75% dos ratos. Diferentemente, nas pesquisas de Alves e
Silva, a sobrevida dos animais foi de 14 dias pos-implante de tumor de
Walker 256 na cavidade oral e no rim direito. Somente 50% dos animais
estavam vivos até o final do experimento, determinando-se uma mediana

de sobrevida de 14 dias (Alves et al., 2004, Silva et al., 2002).



Quando induzido tumor de Walker 256 no figado, foi observado por
Zarur que os animais foram a 6bito entre o sétimo e o décimo quinto dia,
com sobrevida média de 10,0 dias (Zarur et al., 2004). No pulmao, a
sobrevida média foi de 10,1 dias e a mediana de 10 dias (Neto et al., 2002).
A média de sobrevida em inocula¢do no estbmago dos animais portadores
de tumor de Walker 256 foi de 13,2+1,98 dias (Oliveira et al., 1998).
Considerando a baixa sobrevida, infere-se que a utilizacao de mais animais
diminuiria as limita¢cdes encontradas.

De fato, ndo foi possivel determinar com precisao os resultados da
terapia fotodindmica, tendo em vista que 3 animais do grupo teste
morreram. Poder-se-ia argumentar que a amostra foi pequena. Porém, tal
fato justifica-se pela dificuldade de obtencao e alto custo do cloridrato de
aminolevulinato de metila.

Impende salientar que o objetivo de caracterizar o0 modelo de tumor
de Walker 256, em consonancia com o trabalho de Alves, foi alcancado
(Alves et al., 2004). Além disso, tambeém foi possivel realizar o tratamento
nos grupos 11, Il e IV.

Na presente dissertagdo, ¢ relevante ressaltar a presenca de dois
marcos na caracterizagdo do modelo de tumor de Walker 256. No dia 4 da
inoculagdo, verificou-se inicio de perda de peso dos animais (Tabelas 3, 4,
5 & 6), com excecao dos ratos 1 e 3, do grupo IV. Acrescenta-se o fato de

que todos os ratos, no dia 8 da inoculagdo, apresentaram excessivo



sangramento, redu¢do de peso severa, acimulo de placa bacteriana na
lingua, mucosa jugal e dentes, dificuldade de alimentacdo, aumento de
quatro vezes do volume da lingua, além de areas com tlcera e trismo
(Figuras 8, 9, 10, 11, 12A & 12B). N3o ha outros trabalhos com tumores
de boca para subsidiar eventuais comparagdes. Existe, tdo-somente, um
estudo de carcinossarcoma de Walker 256 na cavidade oral de ratos,
caracterizado pelo aspecto histomorfologico de reabsor¢do Ossea e dentaria
(Alves et al., 2004). O referido trabalho serve como parametro de
comparacao, apesar das diferengas de procedimentos.

Como observado por Alves, trata-se de modelo de réapida indugdo e
de manifestacdo tumoral agressiva, podendo ser empregado para a andlise
da ac¢do in vivo de drogas antitumorais e de esquemas terapéuticos, ou para
o estudo de invasao e reabsor¢do osseas (Alves et al., 2004).

Registre-se que, no trabalho em mote, os cortes histologicos de todos
os grupos caracterizaram-se pela proliferagdo de neoplasia maligna
agressiva, ocupando praticamente toda a lingua do rato, composta de
células redondas com escasso citoplasma, nucleo volumoso e nucléolos
evidentes. As bordas do nucleo estavam bem definidas e a cromatina fina
dava-lhe um aspecto claro. Brigatte observou dados histopatologicos
consoantes com os descritos na dissertacdo (Brigatte et al., 2007).

Na presente pesquisa, o tumor se desenvolveu abaixo do epitélio,

invadindo e substituindo o tecido muscular do rato, com invasao clara de



tecido neural e vascular. Por vezes, observou-se a invasao de células
tumorais no epitélio, provocando sua destruicdo e gerando extensas areas
com ulceras, caracteristicas tipicas de um tumor biologicamente agressivo.
Nao houve, porém, -caracteristicas morfoloégicas que permitissem a
classificacao do tumor como carcinossarcoma .

A descricdo exposta acima corresponde a um diagnostico de
neoplasia maligna de origem indeterminada. Ndo se observou, nas laminas
avaliadas, evidente participacdo do epitélio no tumor, o que descaracteriza
o termo carcinossarcoma. Moraes considerou que o tipo histoldgico
encontrado ndo apresentava caracteristicas de adenocarcinoma ou
carcinossarcoma, mas, sim, de tumor indiferenciado, de pequenas células
redondas, provavelmente por modificacdes nas sucessivas inoculagoes
(Moraes et al., 2000).

As poucas descricoes histopatologicas encontradas na literatura sao
condizentes com os resultados dessa dissertacdo. Brigatte realizou
descricdo morfologica de neoplasia agressiva, de células redondas, que,
embora localizada em outro orgdo, foi absolutamente semelhante a
desenvolvida nos animais testados no experimento em foco (Brigatte et al.,
2007).

Observou-se no presente experimento, também, areas com ulceragao,
necrose € extensas hemorragias. Nas dreas com ulceras, verificou-se a

presenca de extensas areas de exsudato fibrinolento, eventualmente



permeado por biofilmes microbianos e circundados por infiltrado
inflamatério mononuclear, com esparsos neutrofilos. Destaca-se que no
grupo I, inoculado com células de Walker 256, sem receber tratamento,
havia, na area do tumor, intenso infiltrado inflamatorio. Nos outros trés
grupos, o infiltrado inflamatorio era discreto (Tabelas 7 & 8).

As areas de necrose eram profundas no grupo I, sem tratamento, e
superficiais somente nos grupos III e IV, que receberam tratamento com
terapia fotodindmica. O grupo II, que recebeu a aplicacdo de laser,
apresentou necrose moderada (Tabela 7). Embora tenha apresentado
resultado variavel entre os grupos, em relagdo a caracteristica de necrose,
ndo ha como inferir que esse resultado foi obtido pela eficacia do
tratamento, pois o tumor estava presente em todos 0s grupos, mesmo
depois das terapias.

Ferreira ressaltou ponto importante em relacdo a terapia
fotodinamica: nao foi descoberta a relagdo entre a penetracdo luminosa e a
necrose, assim como a extensdo da necrose e a concentragdo do
fotossensibilizador (Ferreira, 2003).

O perfil hemorragico do tumor pdde ser evidenciado em todos os
grupos. De forma similar ao descrito para as areas com necrose, houve
diferengas que podem ser devidas ao tratamento utilizado. No grupo III, as
areas hemorragicas eram extensas, sugerindo, inclusive, padrdo de

angiogénese.



A eficacia da terapia fotodindmica no tratamento do cancer depende
de varios fatores, como o tipo do fotossensibilizador, a concentracao da
droga e a localizagdo intracelular. A morte das cé¢lulas, causada pelo agente
citotoxico oxigénio singleto, pode dar-se pela indu¢do de apoptose e
necrose, reagdes inflamatorias, reagdes imunes, além da ocorréncia de
alteracoes vasculares dos vasos do tumor e da vizinhang¢a saudavel,
resultando na morte indireta das cé€lulas tumorais, via indu¢ao da hipoxia
ou inani¢do. Para alguns fotossensibilizadores, o mecanismo de efeito
terapéutico mais importante ¢ o vascular (Triesscheijn et al., 2006).

No experimento, ficou evidente a apoptose nos grupos III e IV, que
correspondem aos tratamentos com azul de metileno e laser, e cloridrato de
aminolevulinato de metila e laser. Os grupos I e Il ndo apresentaram
apoptose (Tabela 8). No entanto, ndo ha como inferir se esse resultado
teria significancia na eficicia da terapéutica, tendo em vista que o tumor
estava presente mesmo depois da aplicacao do laser, embora com evidente
morte celular do tipo apoptose. Permite-se, portanto, sugerir a utilizacao
dos medicamentos azul de metileno e cloridrato de aminolevulinato de
metila, como alternativas terapéuticas em novas pesquisas, com base na
forte indug¢do de morte celular por apoptose.

Apoptose ¢ uma forma regulada de morte celular fisiologica, que €
dependente da expressao de suicidio maquinario intrinseco celular, no qual

uma cascata da caspases ¢ induzida (Wising et al., 2005). Cé¢lulas que



sofrem apoptose apresentam mudangas morfologicas tipicas, incluindo
deformacdao do nuacleo, condensacdo da cromatina, formacao de
protuberancia na membrana plasmatica e fragmentacdo de DNA (Zhou et
al., 1996).

Uma  caracteristica  importante = dos  fotossensibilizadores
consubstancia-se no estado tripleto. A droga fotoativadora excitada deve
reagir com o ambiente por transferéncia eletrOnica/reacdoes redox, ou
transferir energia de excitacdo a uma molécula de oxigénio, produzindo o
altamente reativo oxigénio singleto, ocorrendo necrose ou apoptose. O
fotossensibilizador danifica os alvos tumorais pelo efeito da oxidacao
(Eduardo & Novaes, 2004).

O mecanismo que leva a concentracdo das drogas fotoativas nas
células tumorais ndo estd completamente esclarecido, variando de acordo
com o tipo de medicamento estudado. Basicamente, a dificuldade de estudo
da terapia fotodinamica estd na presenga de multiplos alvos no interior da
c¢lula (Morgan & Oseroff, 2001). O medicamento fotoativador, que se
localiza preferencialmente nas mitocondrias, ocasiona a apoptose da célula,
enquanto que a medicacdo que se localiza nos lisossomos ou nas
membranas, em geral, promovem tanto a apoptose quanto a necrose (Moor,
2000). Nao foi objeto do estudo em tela avaliar o local de agdo dos
medicamentos, mas, sim, tratar os grupos III e IV com a terapia

fotodindmica. Clinicamente, apos o tratamento, as linguas dos animais dos



grupos citados diminuiram de volume, mas, microscopicamente, observou-
se a presenca de neoplasia maligna.

Diante dos resultados e da morte dos animais dos grupos Il e IV, ndo
foi possivel avaliar a eficacia da terapia fotodindmica. Obteve-se resultado
indeterminado, embora com substancial presenga de apoptose e diferenca
no padrao de necrose dos grupos Il e IV.

Considerando o trabalho de Alves sobre o modelo de
carcinossarcoma na cavidade oral e os resultados encontrados no presente
trabalho (Alves et al., 2004), infere-se que o tumor de Walker 256 ¢ um

bom modelo para cancer bucal, tendo em vista as seguintes caracteristicas:

facilidades de manutencao das células tumorais;

elevado indice de “pega”;

desenvolvimento do tumor; e

agressividade da neoplasia.
Por outro lado, a desvantagem para o estudo do céncer bucal ¢ a
tipagem histopatologica (pode nao representar o comportamento bioldgico
de um modelo, induzido por 4-nitroquinolina-N-6xido ou 7,2-
diametilbenzoantroceno, que resulte em carcinoma espinocelular).

O carcinossarcoma em boca ¢ muito raro. Ha relatos de seu
envolvimento apenas na glandula submandibular (Boros et al., 2004). O

tratamento para o carcinossarcoma, tal como o utilizado em carcinoma



espinocelular, ¢ cirurgico (Boros et al., 2004, Dedivitis et al., 2004), o que
indica alguma semelhanca entre ambos.

A escolha do modelo deve ser definida pela finalidade do estudo.
Enfim, considerando os aspectos positivos e negativos, o modelo
caracterizado na presente dissertacdo pode constituir ferramenta importante

para o estudo do cancer de boca.



7. Conclusoes



7. Conclusoes

Considerando os resultados obtidos pelo modelo experimental em

murinos, conclui-se que foi caracterizada répida inducdo de neoplasia

maligna, pela inocula¢do, na lingua de ratos wistar, de c¢lulas de Walker

256, para posterior avaliacdo dos efeitos da terapia fotodindmica, nos

seguintes termos:

Foi possivel induzir, experimentalmente, neoplasia maligna pela
inoculacdo de células de Walker 256 na lingua de ratos wistar;

Analisaram-se, clinica e morfologicamente, as alteragdes teciduais
presentes na lingua de ratos wistar, apds a inoculacao das células de
Walker 256. Macroscopicamente, observou-se que ocorre aumento
de volume da lingua (Figuras 8, 9, 10, 11, 12A & 12B), perda de
peso (Tabelas 3, 4, 5 & 6). A analise histopatologica evidenciou a
presenca de neoplasia maligna de origem indeterminada e de
comportamento agressivo. Os cortes histologicos de todos os grupos
caracterizaram-se pela evidente proliferagdo de neoplasia maligna,
apresentando células redondas de escasso citoplasma e nucleo
volumoso, bordas definidas, cromatina frouxa e nucléolos bem
definidos, além de amplas areas de necrose, hemorragias e extensas

areas ulceradas;



* Realizou-se tratamento, com terapia fotodindmica, em neoplasia
maligna na lingua de ratos wistar, usando azul de metileno, seguido
da aplicacao de laser;

* Tratou-se, com terapia fotodinamica, neoplasia maligna na lingua de
ratos wistar, usando cloridrato de aminolevulinato de metila, seguido
da aplicacao de laser;

« Nao foi possivel comparar, clinica e histopatologicamente, os
resultados da terapia fotodindmica nos diferentes grupos, pelas
limitagdes das amostras. As evidéncias morfologicas da presenca de
apopotose e necrose sdo insuficientes para atestar a eficicia dos

medicamentos, bem como para definir a terap€utica apropriada; e

Faz-se mister o desenvolvimento de novos estudos com as células de
Walker 256, com o desiderato de analisar a viabilidade da terapia

fotodinamica em neoplasia maligna agressiva.



Referéncias

Alves APNN, Guedes RC, Costa-Lotufo LV, Moraes MEA, Pessoa CO,
Ferreira FVA & Moraes MO (2004). Modelo experimental de
tumor na cavidade oral de ratos com carcinossarcoma de Walker
256. Acta Cir Bras 19: 1-11.

Amar A, Curioni OA, Franzi SA, Ortelado DK & Rapoport A (2005).
Neck dissection in squamous cell carcinoma of the tongue. Rev Bras
Otorrinolaringol 71: 29-31.

Amorim Filho FS, Andrade Sobrinho J, Rapoport A, Novo NF &
Juliano Y. Estudo clinico-epidemioldgico do carcinoma epidermdide
da base da lingua (2003). Rev Bras Otorrinolaringol 69: 175-179.

Argiles JM, Busquets S & Lopez-Soriano FJ (2003). Cytokines in the
pathogenesis of cancer cachexia. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 6:
401-406.

Bakos RM, Bakos L, Ferlin E, Cestari T, Orlandini T, Rezende R,
Peukert C, Berti C & Di Domenico E (2003). Terapéutica
fotodinamica com acido delta-aminolevulinico em neoplasias
queratinociticas superficiais. Anais Bras Dermat 78: 197-207.

Black JM, Nesheim MC & Kinsella JE (1994). Dietary level of maize
oil affects growth and lipid composition of Walker 256
carcinosarcoma. Br J Nutr 71: 283-294.

Boros LF, Junior JB, Boros LF, Boros LH & Silva PA (2004).
Adenoma Pleomorfico de glandula salivar menor do palato. Odontol
Clin-Cientif 3: 67-72.

Brigatte P, Sampaio SC, Gutierrez VP, Guerra JL, Sinhorini IL, Curi
R & Cury Y (2007). Walker 256 tumor-bearing rats as a model to
study cancer pain. J Pain 8: 412-421.

Brown SB, Brown EA & Walker I (2004). The present and future role
of photodynamic therapy in cancer treatment. Lancet Oncol 5: 497-
508.

Brugnera JR & Pinheiro ALB (1998). Historico e classificacio dos
lasers. Laser na odontologia moderna. 1. Edi¢do. Pancast: Sao
Paulo, 19-76.

Castano AP, Demidova TN & Hamblin MR (2005). Mechanisms in
photodynamic therapy: part one — photosensitizers, photochemistry
and cellular localization. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy
2: 191-106.

Chen YK, Hsue SS & Lin LM (2002). The mRNA expression of
inducible nitric oxide synthase in DMBA-induced hamster buccal-



pouch carcinomas using reverse transcription-polymerase chain
reaction. J Oral Pathol Med 31: 82-86.

Cheung J, Todd M, Turnbull R, Allison B, Mornin L, Carvalho AM,
Spurr G & Hsiang Y (2004). Longer term assessment of
photodynamic therapy for intimal hyperplasia: a pilot study. J
Photochem Photobiol B 73: 141-147.

Creak AL, Harrington K & Nutting C (2005). Treatment of recurrent
head and neck cancer: re-irradiation or chemotherapy. Clin Oncol
R Coll Radiol 17: 138-147.

De Almeida Salles Perroud AP, Ashimine R, De Castro GM,
Guimaraes F, Vieira KP, Aparecida Vilella C, Samico Cavalcanti
TC & De Lima Zollner R (2006). Cytokine gene expression in
Walker 256: a comparison of variants A (aggressive) and AR
(regressive). Cytokine 36: 123-133.

Dedivitis RA, Franca CM, Mafra ACB, Guimaraes FT & Guimaraes
AV (2004). Clinic and epidemiologic characteristics in the with
squamous cell carcinoma of the mouth and oropharynx. Rev Bras
Otorrinolaringol 70: 35- 40.

Detty MR, Gibson SLL & Wagner SJ (2004). Current clinical and
preclinical photosensitizers for use in photodynamic therapy. J Med
Chem 47: 3897-3915.

Dornelas CA, Almeida PR, Nascimento GL, Lima EB & Moraes MO
(2006). Experimental model of Walker 256 carcinosarcoma in rats
bladder. Acta Cir Bras 21: 38-42.

Eduardo MBP & Novaes HMD (2004). Analise de conformidades as
normas técnicas de protecio radiologica dos servicos de
radioterapia no Estado de Sao Paulo, Brasil. Cad. Saude Publica 20:
256-267.

Epstein JB, Zhang L. & Rosin M (2002). Advances in the diagnosis of
oral premalignant and malignant lesions. J Can Dent Assoc 68: 617-
621.

Ferreira J (2003). Anadlise da necrose em tecidos normais
fotossensibilizados pos terapia fotodinamica - estudo in vivo.
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (FMRP). Universidade de
Sao Paulo - Ribeirao Preto: Ribeirao Preto.

Ferreira LM, Hochman B & Barbosa MVJ (2005). Modelos
experimentais em pesquisa. Acta Cir Bras 20: 28-34.

Gold MH & Goldman MP (2004). S-aminolevulinic acid photodynamic
therapy: where we have been and where we are going. Dermatol
Surg 30:1077-1083.

Guerra MR, Gallo CVM, Azevedo G & Mendonc¢a S (2005). The risk
of cancer in Brazil: tendencies and recent epidemiologic studies.
Revista Brasileira de Cancerologia 51: 227-234.



Guimaraes F, Rettori O, Vieira-Matos AN & Fernandes GA (1999).
The influence of septal lesions on sodium and water retention
induced by Walker 256 tumor. Braz J Med Biol 32: 309-317.

Gupta S, Dwarakanath BS, Muralidhar K & Jain V (2003). Cellular
uptake, localization and photodynamic effects of haematoporphyrin
derivative in human glioma and squamous carcinoma cell lines. J
Photochem Photobiol B 69: 107-120.

Inca (2007). Estimativas 2008: Incidéncia de Cancer no Brasil.: Rio de
Janeiro.

Jham BC & Freire AR (2006). Complicacdes bucais da radioterapia
em cabeca e pescoco. Revista Brasileira de Otorrinolaringologia 72:
704-708.

Kaneko T, Chiba H, Yasuda T & Kusama K (2004). Detection of
photodynamic therapy-induced early apoptosis in human salivary
gland tumor cells in vitro and in a mouse tumor model. Oral Oncol
40: 787-792.

Kanojia D & Vaidya MM (2006). 4-nitroquinoline-1-oxide induced
experimental oral carcinogenesis. Oral Oncol 42: 655-667.

Lima NL (1999). Estudo das alteracées morfologicas causadas pela
inducido concomitante de DMBA e bebidas alcooélicas de alto teor na
carcinogénese quimica bucal. Faculdade de odontologia de Bauru
(USP). Universidade de Sao Paulo - Bauru: Bauru.

Luksiene Z (2003). Photodynamic therapy: mechanism of action and
ways to improve the efficiency of treatment. Medicina Kaunas 39:
1137-1150.

Machado AEH (2000). Terapia Fotodinamica: Principios, Potencial de
Aplicacao e Perspectivas. Quimica Nova 23: 237-243.

Mang TS (2004). Lasers and light sources for PDT: past, present and
future. Photodiag and Photodyn Ther 1: 43-48.

Mognetti B, Di Carlo F, Berta GN (2006). Animal models in oral
cancer research. Oral Oncol 42: 448-60.

Moor AC (2000). Signaling pathways in cell death and survival after
photodynamic therapy. J Photochem Photobiol B 57: 1-13.

Moraes SP, Cunha A, Reis Neto JA, Barbosa H, Roncolatto CAP &
Duarte RF (2000). Modelo experimental de tumor de Walker. Acta
Cir Bras (on line) 15.

Morgan J & Oseroff AR (2001). Mitochondria-based photodynamic
anti-cancer therapy. Adv Drug Deliv Rev 49: 71-86.

Neto A, Pessoa BBGP, Aguiar SA, Furtado BM, Moraes MO &
Ribeiro RA (2002). Modelo de tumor de pulmio em rato com o
carcinossarcoma de Walker. Acta Cir Bras 17:1-16.



Novaes MRCG (1999). Efeitos da suplementacao nutricional com L-
arginina no tumor de Walker 256. Faculdade de saude (UNB).
Universidade de Brasilia - Brasilia: Brasilia.

Nowis D, Makowski M, Stoklosa T, Legat M, Issat T & Golab J (2005).
Direct tumor damage mechanisms of photodynamic therapy. Acta
Biochim Pol 52: 339-352.

Ockenga J & Valentini L (2005). Review article: anorexia and cachexia
in gastrointestinal cancer. Aliment Pharmacol Ther 22: 583-594.
Oliveira PFM, Henriques IA, Rodrigues-Filho F, Almeida PRC &
Moraes MO (1998). Estabelecimento de um modelo de tumor
experimental pela inoculacio do tumor de Walker em estomago de

rato. Acta Cir. Bras 13: 243-248.

Orth K, Beck G, Genze F & Ruck A (2000). Methylene blue mediated
photodynamic therapy in experimental colorectal tumors in mice. J
Photochem Photobiol B 57: 186-192.

Parise Junior O & Buzaid AC (2006). Terapia fotodinamica - uma
nova op¢ao no tratamento dos carcinomas superficiais de cabeca e
pescoco. Rev Bras Cirug Cabeca e Pescogo 35: 121 - 125.

Pariser DM, Lowe NJ, Stewart DM, Jarratt MT, Lucky AW, Pariser
RJ & Yamauchi PS (2003). Photodynamic therapy with topical
methyl aminolevulinate for actinic Kkeratosis: results of a
prospective randomized multicenter trial. J Am Acad Dermatol 48:
227-232.

Peng Q, Soler AM, Warloe T, Nesland JM & Giercksky KE (2001).
Selective distribution of porphyrins in skin thick basal cell
carcinoma after topical application of methyl S-aminolevulinate. J
Photochem Photobiol B 62: 140-145.

Ribeiro JN. Avaliacdo da atividade fotodinimica de porfirinas para
uso em terapia fotodinamica. Instituto de quimica (Unicamp).
Universidade Estadual de Campinas - Campinas: Campinas.

Ribeiro DA, Salvadori DMF & Marques MEA (2005). Abnormal
expression of bcl-2 and bax in rat tongue mucosa during the
development of squamous cell carcinoma induced by 4-
nitroquinoline 1-oxide. Int J Exp Pathol 86: 375-381.

Siddiqui F, Pajak TF, Watkins-Bruner D, Konski AA, Coyne JC,
Gwede CK, Garden AS, Spencer SA, Jones C & Movsas B (2007).
Pretreatment Quality of Life Predicts for Locoregional Control in
Head and Neck Cancer Patients: A Radiation Therapy Oncology
Group Analysis. Int J Radiat Oncol Biol Phys 70: 353-360.

Silva LFG, Soares FSD, Anselmo JNN, Fe DMM, Cavalcante JLBG,
Moraes MO & Vasconcelos PRL (2002). Modelo de tumor
experimental em rim de ratos. Acta Cir Bras 17: 62-66.



Silva SL, Silva SF, Farias IN, Mota RS, Carvalho RA, Moraes MO,
Moraes ME & Campos Hde H (2004). Rapamycin even when
combined with cyclosporine attenuates tumor growth but does not
induce regression of established walker sarcomas. Transplant Proc
36: 934-937.

Silva SL, Silva SFR, Farias IN, Mota RS, Moraes ME, Campos HdH,
FVF & Filho MOM (2006). Um novo modelo de isolamento do
tumor de Walker utilizando o gradiente de Ficoll-Hypaque. Acta
Cirurgica Brasileira 21: 101-105.

Simplicio F (2002). Terapia Fotodinimica: Aspectos farmacologicos,
aplicacoes e avancos recentes no desenvolvimento de medicamentos.
Quim Nova 25: 801-807.

Triesscheijn M, Baas P, Schellens JH & Stewart FA (2006).
Photodynamic therapy in oncology. Oncologist 11: 1034-1044.

Umeda M, Yokoo S, Komori T, Nishimatsu N, Shibuya Y & Fujioka
M (2001). Experimental model of invasion and metastasis by
orthotopic transplantation of oral squamous and adenoid cystic
carcinomas into the tongue of nude mice. Br J Oral Maxillofac Surg
39: 376-380.

Valls V, Peiro C, Muiiiz P & Saez GT (2005). Age-related changes in
antioxidant status and oxidative damage to lipids and DNA in
mitochondria of rat liver. Process Biochem 40: 903-908.

Vered M, Daniel N, Hirshberg A & Dayan D (2003). Histomorphologic
and morphometric changes in minor salivary glands of the rat
tongue during 4-nitroquinoline-1-oxide-induced carcinogenesis.
Oral Oncol 39: 491-496.

Vered M, Yarom N & Dayan D (2005). 4NQO oral carcinogenesis:
animal models, molecular markers and future expectations. Oral
Oncol 41: 337-339.

Vido AA, Cavalcanti TC, Guimaraes F, Vieira-Matos AN & Rettori O
(2000). The hemolytic component of cancer anemia: effects of
osmotic and metabolic stress on the erythrocytes of rats bearing
multifocal inoculations of the Walker 256 tumor. Braz J Med Biol
Res 33: 815-822.

Wising C, Azem J, Zetterberg M, Svensson LA, Ahlman K &
Lagergard T (2005). Induction of apoptosis/necrosis in various
human cell lineages by Haemophilus ducreyi cytolethal distending
toxin. Toxicon 45: 767-776.

Zarur JM, Barreto MSF, Diogenes CA, Nascimento GL & Moraes MO
(2004). Quimioembolizacdo transarterial hepatica: modelo
experimental de tumor em ratos. Acta Cir Bras 19: 511-516.

Zhou C, Shunji C, Jinsheng D, Junlin L, Jori G & Milanesi C (1996).
Apoptosis of mouse MS-2 fibrosarcoma cells induced by



photodynamic therapy with Zn (II)-phthalocyanine. J Photochem
Photobiol B 33: 219-223.



