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RESUMO

O cancer bucal é a neoplasia mais frequente entre as de cabeca e pescoco e
representa cerca de um terco de todas essas neoplasias. De acordo com estimativas
atuais, cerca de 275.000 novos casos de cancer bucal sdo diagnosticados ao ano
em uma escala mundial. Além dessa elevada incidéncia, aproximadamente 145.000
mortes por ano sao causadas por essa doenca, dos quais dois tercos ocorrem em
paises em desenvolvimento. Os tratamentos mais utilizados para esses tumores sdo
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, ou uma combinacdo dessas modalidades
terapéuticas. Devido ao grande comprometimento estrutural, funcional e estético que
0S tratamentos convencionais ocasionam, muitos estudos buscam novas
metodologias para substituir ou auxiliar o tratamento do céncer de boca. A terapia
fotodinamica (TFD) € uma nova e promissora modalidade de tratamento do cancer
gue ja vem sendo utilizada clinicamente com sucesso. Tendo como base 0 cenario
atual das possibilidades terapéuticas para o tratamento das neoplasias bucais, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar a efetividade da Terapia Fotodinamica
mediada pela Aluminio-Cloro-Ftalocianina (AICIFt) em formulacdo lipossomal na
remissdo de tumores. Para isso, foram induzidos tumores nas linguas de
camundongos Balb-c por meio de injecdes de células derivadas do tumor ascitico de
Ehrlich. Ap6s 48 horas da indugéo tumoral, os animais foram submetidos a TFD e a
efetividade dessa terapia foi determinada pela analise clinica e histopatologica dos
tumores. Essas analises mostraram que 100% dos animais tratados com a TFD
apresentaram remissdo completa dos tumores inicialmente induzidos. As analises
histopatolégicas mostraram que a TFD atua na destruicdo tumoral pela inducéo de
citotoxicidade, o que leva a um intenso processo de necrose. Esse processo de
necrose eliminou as células tumorais, mas também ocasionou degeneracdo do
tecido muscular adjacente. Contudo, 21 dias apos o término da TFD foi possivel
observar um processo de cicatrizacdo, com a substituicdo do tecido muscular por
tecido conjuntivo. Desta forma, a Terapia Fotodinamica foi eficaz na remisséo
completa dos tumores induzidos nas linguas de camundongos Balb-c a partir de
suspensdes celulares do tumor ascitico de Ehrlich. Esses resultados indicam



excelentes perspectivas para a utllizagdo da TFD mediada pela AICIFt em

formulagéo lipossomal em ensaios clinicos posteriores.

Palavras-chave: Terapia FotodinAmica (TFD); Céancer bucal; Aluminio-cloro-

ftalocianina (AICIFt); Necrose.



ABSTRACT

Oral cancer is the most frequent among the head and neck cancer; it represents one
third of this type of pathology. Indeed, about 275.000 new cases of cancer of the oral
cavity are being diagnosed every year resulting in 145.000 deaths per year; two
thirds of it are found in less developed countries. The treatment of oral cavity cancer
consists of surgery, and a combination of radio and chemotherapy. These treatments
inevitably carry structural, functional, and esthetic compromising to patients.
Therefore there is a need to study methods and ways to cope with the innumerous
side effects and sequels of oral cancer treatments. Photodynamic therapy (PDT) is a
new method with that has been utilized with promising clinical results. Therefore we
studied the efficacy of PDT, mediated by Aluminium-Chloro-Ftalocianin in a liposome
formulation, on tumor remission. Lingual tumors were induced in Balb-c mice with
ascitic-derived Ehrlich cells; after 48 hours, the animals were treated with PDT and
were evaluated both clinically and histopathologically. 100% of the PDT treated mice
showed complete tumor remission; histopathology PDT acts through citotoxicity
which elicits an intense necrosis that destroys tumoral cells and some adjacent
muscular tissue. Nevertheless, 21 days after PDT treatment there was indication of
tissue regeneration with the replacement of muscle tissue by connective tissue.
Thus, photodynamic therapy was effective in complete remission of tumors induced
in the languages of Balb-c mice from cell suspensions of Ehrlich ascites tumor.
These results encourage further studies of PDT in AICIFt lipossome formulation to be

used in clinical assays.

Keywords: Photodynamic therapy (PDT); Oral cancer; Aluminium-Chloro-Ftalocianin;

Necrosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

A integracdo harmoniosa dos varios processos envolvidos na proliferacéo e
na diferenciacdo das células é indispensavel para garantir o desenvolvimento e a
manutencao do organismo. O rompimento dessa integracao, portanto, pode resultar
em uma série de doencas, entre as quais o cancer, uma denominacao genérica que

abrange mais de 200 tipos de doencas.

O desenvolvimento do cancer é um processo de multiplas etapas, no qual as
células sofrem profundas alteracbes metabdlicas e comportamentais, que as levam
a proliferar de maneira impropria e excessiva. As células conseguem escapar da
vigilancia do sistema imunolégico, invadir os tecidos e formar metéstases distantes

dos sitios iniciais de proliferacéo (1).

As alteracOes celulares referentes ao processo de carcinogénese resultam da
acumulacdo de defeitos nos programas genéticos que controlam a proliferacédo
celular, o ciclo de vida, as interacdes com as células vizinhas e a capacidade de
burlar o sistema imune. Este processo implica na formacdo de uma massa de
células desreguladas com a propriedade de passarem despercebidas pelos
mecanismos que controlam o crescimento celular normal. Essa massa tumoral pode
ser assintomatica por um longo tempo, mas, com o progresso da lesao, ela altera
fungbes fisiologicas do paciente e origina varios sintomas, que dependem da
localizacdo, do tamanho do tumor e da disseminacdo de células neoplasicas no

organismo (2).

Estudos experimentais recentes relatam ser necessario um numero minimo

de passos para o desenvolvimento de uma célula totalmente neoplasica. Deste
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modo, trés regras fundamentais devem ser violadas para que uma célula adquira

caracteristicas integralmente tumorais (3).

De acordo com a primeira regra, as células devem se dividir somente quando
recebem sinais adequados. A maioria desses sinais, ou cascatas, funciona de forma
combinada para garantir que a proliferacdo ocorra corretamente. Vale ressaltar que
os diferentes tipos celulares utilizam diferentes combinacdes de circuitos de
sinalizagdo para regular o seu crescimento e proliferacdo. Entretanto, as células
cancerigenas proliferam mesmo na auséncia de sinais, pois descobrem formas de
efetuar modificacdes, relativamente minoritarias, na maquinaria de controle

intracelular (2, 4).

A segunda regra determina que as células devem ativar programas de
autodestruicdo quando se encontram em situagfes de estresse improprias para a
replicacdo do DNA. Isso impede a replicacdo de células com genes que possam
estar alterados e ndo permite que erros de replicacdo prossigam para as novas
células. Para contornar esses programas de autodestruicdo, a célula tem que burlar
0s mecanismos de regulacdo da proliferacdo celular e interromper a seguranca do
organismo, que normalmente impede a divisdo celular aberrante ou excessiva.
Esses mecanismos de regulacdo da proliferacdo celular sdo controlados por dois
genes principais, o RB1, também chamado de gene do retinoblastoma, e o TP53,
cuja proteina é um sensor de estresse que impede a divisdo das células quando seu
ambiente é alterado. Quando estes mecanismos de regulacdo sdo removidos, as
células continuam a se dividir sem que exista uma ordem para que parem a
proliferacdo. Além disso, sem os mecanismos de controle do ciclo celular as vias de
inducdo da apoptose também n&o sdo ativadas, o que permite a formacao de uma

massa de células de crescimento constante e desregulado (2, 4).

A regra numero trés determina que a maioria das células somaticas humanas
pode se dividir apenas um numero limitado de vezes. Para isso, existem
mecanismos reguladores da divisdo celular que impedem a replicacdo do DNA além
de certo numero de ciclos celulares. Um desses mecanismos envolve uma estrutura
funcional localizada no final de cada cromossomo denominada de telémero. Os
teldomeros constituem curtas repeticbes de sequéncias especificas de DNA

localizadas na extremidade dos cromossomos que lhes confere protecdo. A cada
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ciclo de replicacao celular, os teldmeros perdem parte de sua sequéncia de DNA, o
que diminui sua capacidade de proteger os cromossomos. Com o tempo, 0S
telomeros séo totalmente perdidos e as delecbes podem afetar regides codificantes.
Esse encurtamento progressivo dos cromossomos € considerado um dos fatores
que limita ou impossibilita a divisdo celular continua e estd associado ao processo
normal de envelhecimento celular ou senescéncia. Nas células neoplésicas, a
ativacdo de uma enzima chamada telomerase permite a adicdo de novas repeticoes
no final dos cromossomos, o que da as células a capacidade de se dividir sem

limites e as torna imortais (4, 5).

Driblar as trés regras fundamentais no controle da proliferacdo celular pode
ser suficiente para que uma célula adquira caracteristicas tumorais. Entretanto, ao
nivel molecular este processo € bastante complexo. Consideradas isoladamente,
cada uma dessas mudancas pode perturbar a funcdo celular normal e conduzir a
célula para a apoptose. Assim, o problema central de uma célula em processo de
transformacao neoplasica é poder conduzir todas essas alteracdes moleculares de

forma coordenada.

Quando uma célula no meio de uma grande populacédo de células consegue
sustentar uma mutacao inicial, ela adquire uma vantagem proliferativa e/ou de
sobrevivéncia comparada com as demais células que ndo possuem essa mutacao.
Com o tempo, os descendentes clonais dessa célula mutante dominam uma area
localizada e deslocam as células que ndo possuem tal mutacdo, o que resulta na
primeira expansao clonal. Quando esse clone se expande para um tamanho grande
o suficiente (10° células) a ocorréncia de uma segunda mutag&do ocorre, 0 que
resulta em células com mais vantagens de proliferacdo e/ou sobrevida. Assim,
forma-se uma vez uma ampla populacdo descendente e esse processo ocorre
sucessivamente até a formagédo de uma massa de células com inimeras mutagdes e

grande potencial proliferativo denominada cancer (6, 7).

O cancer é hoje um dos principais problemas de saude publica mundial.
Dados epidemioldgicos mostram que as neoplasias malignas sdo responsaveis por
cerca de um oitavo do total de mortes no mundo. Vale ressaltar que nem todos os
pacientes com diagnostico de cancer morrem por causas relacionadas a doenca, o

que eleva ainda mais a incidéncia dessa doenc¢a. O cancer é hoje um dos principais
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problemas de saude publica mundial. Dados epidemiol6gicos apontam as neoplasias
malignas como responsaveis por cerca de um oitavo do total de mortes no mundo,
considerando-se todas as causas de morte. De acordo com o relatorio da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), o
impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Atualmente, é uma das
causas mais comuns de morbidade e mortalidade, apresenta cerca de 12,4 milhdes
de novos casos e mais de 7,5 milhdes de mortes por ano no mundo. Mais de 20
milhdes de pessoas no mundo vivem com um diagndstico de cancer e mais da
metade de todos os casos de cancer ocorrem nos paises em desenvolvimento. O
continuo crescimento populacional, bem como o seu envelhecimento, afetard de
forma significativa o impacto do cancer no mundo. Esse impacto recaira
principalmente sobre os paises de médio e baixo desenvolvimento. A IARC/OMS
estimou que metade dos casos novos e cerca de dois tercos dos Obitos por cancer

ocorrerdo nessas localidades (8).

1.2 CANCER BucAL

Dentre os diversos tipos de cancer destaca-se o cancer de boca. Este esta
catalogado na Classificacdo Internacional de Doengas [CID-O-3] no grupo
compreendido entre CO0 e C08 (9). O cancer bucal refere-se a um subgrupo de
tumores de cabeca e pescoco que se desenvolvem nos labios, lingua, glandulas
salivares, gengivas, assoalho da boca, palato duro, mucosa bucal e outras

localidades intra-bucais (10).

O cancer de boca € a neoplasia mais frequente entre as de cabeca e pescoco
e representa cerca de um terco de todas essas nheoplasias. De acordo com
estimativas atuais, cerca de 275.000 novos casos de cancer bucal sé&o
diagnosticados ao ano em uma escala mundial (11, 12). Além dessa elevada
incidéncia, aproximadamente 145.000 mortes por ano sdo causadas por essa
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doenca dos quais dois tercos ocorrem em paises em desenvolvimento (13). A
incidéncia de cancer bucal na América Latina, por exemplo, é de aproximadamente
4,6% da populacéo (14).

No Brasil, segundo as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), séao
diagnosticados mais de 14.000 novos casos de cancer de boca por ano. Ainda
segundo o INCA, essa neoplasia é a quinta mais incidente entre os homens e a
sexta entre as mulheres (15). Vale ressaltar que no Brasil, a populagdo masculina
tem o terceiro maior risco do mundo para o desenvolvimento do céancer de boca

ficando atras apenas da Franca e da india (12).

Aproximadamente 80% das neoplasias bucais sédo atribuiveis a influéncias
ambientais, principalmente aquelas relacionadas ao estilo de vida. Os principais
fatores de risco relacionados ao cancer de boca séo o consumo excessivo de tabaco
e de alcool, independentemente do tipo de bebida alcodlica, do tipo de tabaco ou da
sua forma de uso. Além disso, a literatura descreve uma associacdo sinérgica bem
definida do uso conjunto dessas duas substancias no processo de carcinogénese
bucal (11, 16). Outros fatores como a exposicdo a radiacdo ultravioleta, a
composi¢cdo da dieta, infeccdes virais, fatores hereditarios e as desigualdades
sociais sdo também apresentados na literatura como potenciais fatores de risco para
o desenvolvimento de neoplasias bucais (17-22). Desse modo, as diferencas de
incidéncia de tumores bucais nas diferentes populacbes podem estar diretamente
relacionadas aos diferentes graus de exposicdo aos fatores de risco por esses
grupos (14). Vale ressaltar que, na maioria dos paises, o cancer bucal é mais
comum em homens do que em mulheres. Essa maior prevaléncia de homens com
tumores bucais em relagdo as mulheres deriva muito provavelmente da maior
exposicao a fatores de risco para o cancer bucal por essa populacdo (23, 24).
Entretanto, a propor¢cdo de homens para mulheres diagnosticados com cancer bucal
tem diminuido nas ultimas décadas e atualmente apresenta uma proporgéo de 1,5:1

(25).

Dentre as lesbes malignas localizadas na cavidade bucal, os carcinomas
espinocelulares sdo os mais frequientes e representam cerca de 90% dessas lesdes.
Os carcinomas espinocelulares sdo de origem epitelial e podem ser identificados e

tratados com maior facilidade em suas fases iniciais de desenvolvimento. O
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diagnostico precoce desses tumores pode ser realizado com certa facilidade devido
a acessibilidade da cavidade bucal para o exame clinico. Entretanto, a grande
maioria dos tumores de boca é diagnosticada em fase avancada, o que contribui
para uma taxa de sobrevida de apenas cinco anos. Mesmo nos paises
desenvolvidos essas taxas ndo melhoraram nas Ultimas décadas quando

comparadas com outros tipos de cancer (26, 27).

1.3 TRATAMENTO PARA O CANCER BucAL

Apesar de o cancer bucal representar um terco de todos os tumores malignos
da regido de cabeca e pescoco, as suas opc¢Oes de tratamento ndo se mostraram
diferentes nas ultimas trés décadas. Contudo, durante esse tempo ocorreu uma
explosdo no conhecimento sobre os diferentes aspectos do cancer bucal. Apesar
desta evolucdo, a sobrevida dos pacientes diagnosticados com essa doenca tem
avancado pouco. Atualmente a sobrevida para o cancer bucal € de cinco anos em
uma escala mundial. Essa taxa de sobrevida de cinco anos é observada em 80%
dos pacientes tratados na fase inicial da doenga, em 40% quando a doenga atingiu
os linfonodos cervicais e em menos de 20% dos pacientes acometidos por

metastases distantes (27, 28).

O tratamento do cancer da cavidade bucal visa erradicar a massa tumoral,
preservar ou restaurar a forma e a funcdo do sistema estomatognatico, minimizar as
sequelas do tratamento e, finalmente, evitar qualquer recidiva ou novo cancer
primario subsequiente. Para atingir estes objetivos, as modalidades terapéuticas
atualmente disponiveis incluem cirurgia, radioterapia e quimioterapia (10). Existem
também os tratamentos combinados entre essas terapias e as estratégias primarias
e secundarias de prevencdo, tais como mudancas de estilo de vida e
quimioprevencdo (29, 30). A escolha do tratamento inicial esta relacionada as
caracteristicas do tumor primario, ao paciente e a equipe de tratamento. A decisao
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pela modalidade terapéutica ideal deve considerar estes trés conjuntos de
parametros no planejamento do tratamento inicial (10).

Os fatores relacionados ao tumor que afetam a escolha do tratamento inicial
para o cancer bucal incluem: a) o sitio primario; b) o tamanho, estadiamento tumoral;
c) a localizacao, regido anterior ou posterior; d) a proximidade ao osso, mandibula
ou maxila; e) o envolvimento das cadeias linfaticas cervicais; f) o tratamento prévio;
g) o subtipo histoldgico da leséo, tipo, grau e profundidade da invasdo tumoral (10,
27, 28, 31, 32).

As caracteristicas do paciente também sao decisivas na definicdo do
tratamento inicial para o cancer bucal. Entre as mais relevantes podem ser citadas a
idade (19), a condicdo médica geral, a tolerancia e a aceitacdo do paciente ao
tratamento (33), além do estilo de vida, como a ocupacédo do paciente (8, 17, 34, 35),
os fatores dietéticos (18, 20, 36), o tabagismo e o etilismo (16, 25, 37).

A gestdo do tratamento do cancer bucal exige o apoio de centros
especializados, com equipes multidisciplinares bem capacitadas e materiais técnicos
de suporte adequados. Sendo assim, a equipe hospitalar também é importante na
escolha do tratamento inicial das neoplasias bucais. Especialistas em varias areas
do conhecimento, tais como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, servicos de
reabilitacdo, controle e acompanhamento odontoldgico, além de rigoroso apoio
psico-social sdo determinantes para alcancar o sucesso como resultado do

programa terapéutico (10, 32).

7

O tratamento cirtrgico € a op¢do de escolha para os casos de carcinoma
espinocelular em estagios iniciais, porém, em estagios mais avancados destas
lesbes, € recomendada a utilizacdo adjuvante de radioterapia e/ou quimioterapia
(38). Os resultados obtidos por estes tratamentos indicam indices de cura entre 80 e
90% para os tumores em fase inicial de progressdo. No entanto, apesar de
proporcionarem um bom prognostico, essas terapias ocasionam complicagbes pos-
tratamento que podem afetar a estética e a funcéo das regides adjacentes a leséo

tumoral e diminuir fortemente a qualidade de vida dos pacientes (29).

Mesmo com os procedimentos mais modernos de reconstrucdo cirargica, 0s

tratamentos atuais para os tumores de cabeca e pescoco remetem a uma série de



25

efeitos colaterais diretamente relacionados a qualidade de vida dos pacientes. Esses
efeitos colaterais sdo devidos a altera¢des, muitas vezes irreversiveis, em estruturas
responsaveis pelas funcdes basicas da fala, mastigacdo, degluticdo e respiracao.
Além disso, as regibes da cabeca e do pescoco, principalmente a regido maxilo-
mandibular, sdo muito perceptiveis do ponto de vista estético. Deste modo, defeitos
estruturais nessas regides promovem grandes complicacdes nas interagdes sociais
e de auto-imagem (31). Nesses casos, alteracGes psicologicas e emocionais graves
podem alterar a qualidade de vida dos pacientes tratados, afetando até mesmo o
seu grau de recuperacgao (26). Os tratamentos, portanto, ndo devem buscar somente
a cura da lesdo neoplasica, mas a cura associada com o menor grau de morbidade

funcional e estética possivel.

ApGs o tratamento do céncer bucal, varios sintomas relacionados ao sistema
estomatognatico podem ser relatados pelos pacientes. Além da mutilacdo facial
proveniente das resseccdes cirdrgicas, as complicacdbes mais frequentes
relacionadas a radioterapia sdo: mucosite, candidose, infec¢des, xerostomia, céarie
de radiacdo, disfagia, perda do paladar, trismo muscular, alteracdes vasculares e

osteorradionecrose (39).

A Figura 1 ilustra diversos fatores que influenciam o funcionamento
mandibular apos os tratamentos tradicionais para o cancer de boca. A limitacdo da
abertura bucal, por exemplo, afeta a funcdo mandibular, prejudica a mastigacao, a
degluticdo, a fala, a higiene bucal e até mesmo as avaliagdes odontoldgicas (40).
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Figura 1. Diagrama esquematico dos fatores que influenciam o funcionamento mandibular apds os
tratamentos tradicionais para o cancer de boca. (1) Caracteristicas do tumor que determinam as
modalidades terapéuticas (cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia); (2) os tratamentos para o cancer
bucal podem provocar efeitos adversos que levam aos sintomas bucais; (3) os sintomas bucais
podem resultar em restricdes do funcionamento mandibular; (4,5) algumas caracteristicas do tumor
ou do tratamento podem influenciar diretamente o funcionamento mandibular sem apresentar
sintomas bucais; (6) as caracteristicas do tumor podem induzir sintomas bucais diretamente.
Adaptado de Kamstra e cols. (40).
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1.4 TERAPIA FOTODINAMICA

Todas as terapias utilizadas no tratamento do cancer tém mostrado eficiéncia,
principalmente quando a doenca é detectada nos seus estagios iniciais. Apesar
desse sucesso, ainda existem inUmeros casos nos quais as técnicas convencionais
se mostram bastante limitadas. Para muitos casos, a Unica op¢ao tem sido a cirurgia
radical, que compromete a funcdo e a anatomia do 6rgao ou regido residual. Isto
mostra que o tratamento oncoldgico ainda tem espaco para muito desenvolvimento e

inovacao.

Atualmente, muitos grupos de pesquisa tém realizado esforcos no sentido de
desenvolver e implementar novas técnicas que possam ser empregadas nos
tratamentos oncolégicos. Uma destas novas modalidades é denominada de Terapia
Fotodinamica (TFD). Esta € uma alternativa de tratamento que cresceu de forma

significativa nos ultimos anos.

A vantagem da TFD sobre as modalidades convencionais de tratamento para
0 cancer esta relacionada a seletividade dessa nova terapia pelo tecido tumoral. Os
farmacos utilizados na TFD tém afinidade pelas células tumorais, o que resulta na
destruicdo seletiva dos tumores e na preservacao do tecido normal adjacente. Esta
vantagem tem grande importancia para as neoplasias da cavidade bucal porque as
sequelas dos procedimentos cirargicos e radioterapicos afetam as estruturas

responsaveis pelas funcdes da fala, mastigacéo, degluticdo e respiracéao (41).

Por se tratar de uma modalidade terapéutica minimamente invasiva, 0 custo
operacional da TFD é significativamente inferior aos tratamentos tradicionais como a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia (42, 43). Além disso, em casos mais
avancados de progressao do cancer bucal, a cirurgia, a radiacdo ionizante ou a
guimioterapia ndo impedem o uso da TFD como terapia coadjuvante. Ao contrario da
radiacdo ionizante, varios tratamentos com a TFD podem ser realizados por tempo
indeterminado (42, 44).
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1.5 MECANISMOS DE ACAO FOTOQUIMICOS

O principio da Terapia Fotodindmica baseia-se na utilizacdo de dois
componentes individualmente ndo-téxicos que sdo combinados para induzir efeitos
celulares e teciduais de forma dependente de oxigénio (Figura 2). O primeiro
componente da TFD é o fotossensibilizador (FS), uma molécula fotossensivel que se
localiza preferencialmente em células neoplasicas. O segundo componente consiste
em uma fonte de luz (laser ou diodos emissores de luz — LED) de comprimento de
onda especifico que ativa o FS. O fotossensibilizador, entédo, transfere a energia
proveniente da luz ao oxigénio molecular gerando espécies reativas de oxigénio
(ERO), que séo altamente reativas e ocasionam toxicidade celular. Estas reacfes
ocorrem nas localidades imediatas do fotossensibilizador que absorveu a luz.
Portanto, as respostas biolégicas ao fotossensibilizador sdo ativadas somente em

areas especificas de tecido que foram expostas a luz (45).

Dxigénio

Tecidua

Fotossensibilizador
Estado Excitado Radicais Livres

Oxigénio Singlet

N l

Figura 2. Mecanismo de ag&o da Terapia Fotodindmica (TFD). A TFD utiliza trés elementos bésicos
em seu mecanismo de acao: a luz, um fotossensibilizador e o oxigénio. Quando o fotossensibilizador
€ exposto a luz de comprimentos de onda especificos, ele é ativado para um estado excitado. Como
o FS tende a retornar ao estado fundamental, ele acaba liberando energia que é transferida para o
oxigénio formando as espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como o oxigénio singlet e radicais
livres. Estas ERO séo altamente reativas e ocasionam toxicidade celular. Adaptado de Dolmans e
cols. (45).



29

O efeito fotodinamico pode ser demonstrado por meio de dois mecanismos
denominados Tipo | e Tipo Il. Os processos envolvidos em ambos 0S mecanismos

estdo resumidos na Figura 3 pelo diagrama de Jablonski (46, 47).
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Figura 3. Representagdo esquematica do diagrama de Jablonski na Terapia Fotodindmica. Apos a
absorcdo da luz, o fotossensibilizador (FS) é transformado a partir de seu estado fundamental (Sg)
para um estado excitado (S;). Na reacao do Tipo | o FS excitado pode reagir diretamente com o
substrato, como a membrana da célula ou uma molécula, transferindo um &tomo de hidrogénio para
formar radicais livres. Na reacdo do Tipo Il o FS excitado pode transferir sua energia diretamente para
o oxigénio, formando o oxigénio singlet (*O,), uma espécie de oxigénio altamente reativa capaz de
oxidar varios substratos.

Apos absorver um foton, a molécula do FS passa do estado fundamental (S0)
para o estado excitado singlet (S1). Neste estado excitado o FS pode retornar ao
estado fundamental emitindo um féton de energia por meio de processos radiativos
(fluorescéncia) e nao-radiativos. O FS no estado excitado pode, ainda, inverter seu
spin espontaneamente por meio do processo de cruzamento entre sistemas e

passar do estado S1 para o estado excitado triplet (T1). Uma vez formado, o T1
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pode sofrer decaimento para o estado fundamental por processos radiativos
(fosforescéncia) e nao-radiativos (45).

O mecanismo Tipo | envolve a participagdo do FS em reagbes de
transferéncia de elétrons entre a molécula do FS no seu estado excitado S1 ou Tl e
0 substrato. Esse processo resulta na formacéo de ions radicais que tendem a reagir
instantaneamente com o0 oxigénio molecular e produzir uma mistura de
intermediarios de oxigénio altamente reativos como o radical superoxido (+O»-),
perdxido de hidrogénio (H,O;) e radical hidroxila (*OH), capazes de oxidar uma

grande variedade de biomoléculas (45, 48).

O mecanismo do Tipo |l caracteriza-se por apresentar reacfes de
transferéncia de energia entre o FS no estado T1 e o oxigénio molecular, cujo
estado fundamental também é triplet (TO). Estas reacdes levam a formacao de
oxigénio singlet (*0.), uma espécie capaz de oxidar prontamente os constituintes e

organelas celulares, o que resulta na morte das células cancerigenas(45).

Os dois mecanismos podem ocorrer simultaneamente, sendo que a proporcao
entre eles é altamente influenciada pelo FS, pelo substrato, pela concentracdo de
oxigénio e pela ligacdo do FS com o substrato. No entanto, 0 mecanismo Tipo Il
aparenta ser mais eficiente porque possui maiores constantes de velocidade quando
comparado as constantes de velocidade das reacdes de transferéncia de cargas
(mecanismo Tipo 1). Conseqiuentemente, a energia transferida para outros
compostos que possam competir com o0 oxigénio deve ter menor importancia e,

dessa forma, o mecanismo Tipo Il acontece mais comumente (45, 49).

7

O oxigénio singlet produzido por uma reacdo fotoquimica € uma espécie
altamente reativa de carater eletrofilico. Essa forma reativa de oxigénio € capaz de
induzir a oxidac&o de organelas celulares - as proteinas e os lipidios insaturados sao
seus principais alvos - 0 que resulta em danos irreversiveis as organelas celulares e
na morte das células cancerigenas. Esta ERO também pode causar danos a
vascularizacédo do tumor, o que resulta na morte das células tumorais por hipdxia ou
inanicéo e caracteriza uma forma indireta de morte celular tumoral induzida pela TFD
(50, 51).
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Por ser altamente reativo, o oxigénio singlet possui um curto tempo de vida
nos sistemas bioldgicos (<0,04us) e um potencial de difusdo com um raio de agéo
bastante pequeno (0,02um). O dano tecidual decorrente do tratamento fotodinamico
fica, portanto, restrito as células cancerigenas e a profundidade de penetracdo da
luz utilizada para ativar o fotossensibilizador. Esse processo representa um grande
diferencial comparado as outras terapias tradicionais de tratamento do cancer. Além
de matar as células diretamente, os danos causados a membrana celular pela TFD
podem induzir a liberacdo de mediadores inflamatorios e imunologicos, que iniciam
uma cascata de eventos responsavel pela morte celular de varias outras células

tumorais (49).

1.6 PROCESSOS BIOLOGICOS ENVOLVIDOS NA TERAPIA FOTODINAMICA

Os efeitos anti-tumorais da TFD sao multifatoriais e incluem trés mecanismos
distintos que contribuem para a destruicdo eficiente das células tumorais. No
primeiro mecanismo, as ERO que sédo geradas pela TFD atuam diretamente na
morte, por apoptose ou necrose, das células tumorais, caso o FS tenha sido captado
pelas células do tumor. Alternativamente, de acordo com o segundo mecanismo, a
TFD também pode danificar os vasos associados ao tumor. Esses danos levam a
um processo de trombose e hemorragia que, posteriormente, ocasionam a morte da
massa tumoral por falta de oxigénio e de nutrientes. Por ultimo, a inflamag&o aguda,
com a liberacao de citocinas em resposta ao estresse induzido pela TFD, leva a uma
invasdo de leucocitos que pode contribuir para a destruicdo do tumor e, dessa
forma, estimular o sistema imunolégico a reconhecer e destruir as células tumorais,
mesmo em locais isolados. Estes trés mecanismos podem se influenciar
mutuamente, mas a combinacao de todos estes componentes € necessaria para que
a terapia fotodinamica, utilizada para a regressdo tumoral completa, seja
considerada ideal em longo prazo, especialmente em tumores que possam

ocasionar metastases (45, 52).
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Nesse contexto, a acado do oxigénio singlet na célula alvo € importante, pois
provoca falhas na integridade de sua membrana, com alteragdes na permeabilidade
e consequentemente na funcdo de transporte entre 0 meio intra e extracelular.
Dependendo da localizagcédo subcelular do FS ativado pela luz, diferentes organelas
como mitocondrias ou lisossomos séo danificados devido ao estresse oxidativo, o

que resulta em morte das células (53).

Assim, as mitocondrias sdo um dos principais alvos para o desencadeamento
da apoptose, um tipo de morte celular desejado nos tratamentos com a TFD (54). Os
danos oxidativos gerados pelos fotossensibilizadores a membrana mitocondrial
induzem a perda de potencial de membrana e o intumescimento da organela. Nesta
etapa, ocorre a liberacdo de citocromo-c e de outros fatores para o citosol, que
ativam uma cascata de enzimas cuja funcao € preparar a célula para a morte celular
programada. Como resultado, a célula apresenta diminuicdo do volume celular,
condensacdo da cromatina e formacdo de corpos apoptéticos, que impedem o
extravasamento do conteudo citoplasmatico para o meio extracelular. ApGs esse

processo, 0s corpos apoptoéticos sdo removidos pelos macréfagos (51, 52, 55, 56).

Por outro lado, o farmaco fotossensibilizador pode danificar outras estruturas
celulares especificas, como os lisossomos ou o DNA. Neste caso, ocorre a morte
celular por necrose. Neste tipo de morte celular, a célula aumenta gradativamente de
volume até que a membrana citoplasmatica se rompa e 0s constituintes celulares
extravasem para 0 meio externo. Estes eventos ocorrem em minutos e danificam as
células adjacentes, 0 que induz uma resposta inflamatdria associada a edema e
rubor do tecido irradiado (51, 52, 56, 57).

Além da influéncia fotoquimica direta nas células neoplasicas, existem outros
importantes mecanismos de controle tumoral apés a TFD. Como citado
anteriormente, a reacao fotodinamica também pode ocasionar danos vasculares ao
tumor, que incluem destruicdo do endotélio, alteracdes de perfusdo, constricdo dos
vasos, extravasamento de macromoléculas e adeséo de leucocitos. Esses danos a
microvasculatura podem levar a uma diminui¢cdo significativa no fluxo sanguineo,

bem como a uma intensa hipoxia tecidual na regiao do tumor (53, 58-60).
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Apesar de a TFD ser planejada para eliminar a massa tumoral, é interessante
que ela também desencadeie uma reacdo imunoldgica de modo a auxiliar na
eliminacao de células tumorais remanescentes. Diversos estudos tém demonstrado
que a TFD induz a expresséo de diversas citocinas como a IL6, IL10 e TNFa, além
da IL1B, IL2, fator estimulante de colonia de granuldcitos e fator de crescimento
epidérmico, além de induzir a expressdo de varios genes envolvidos na adesao

celular e na apresentacéo de antigenos (50, 61).

Um fator importante que contribui para o desencadeamento de uma resposta
imunolégica induzida pela TFD € o dano pro-inflamatorio gerado tanto na membrana
celular, quanto na vascularizacdo de tumores tratados e tecidos normais. Uma
grande quantidade de fragmentos celulares € gerada no local do tumor dentro de um
intervalo de tempo muito curto, o que ocasiona uma rapida e massiva invasao de
células inflamatorias para o local tratado. Dentre essas células que foram recrutadas
para o local em resposta aos sinais inflamatorios, destacam-se os macrofagos, que
asseguram o reconhecimento de epitopos especificos por linfocitos T e sua ativacao

subsequente (61-63).

1.7 JANELA DE ABSORCAO DA LUz PARA 0S TECIDOS BIOLOGICOS

Para serem utilizados como farmacos na TFD, os fotossensibilizadores devem
ter a capacidade de gerar ERO ap0s a exposicdo a luz, e esta luz deve ser
preferencialmente absorvida pelo FS e pouco absorvida pelos tecidos. Desta forma,
o comprimento de onda da radiacao luminosa incidente utilizada no procedimento de
irradiacdo deve considerar a capacidade de penetracdo da luz no tecido e também
0s maximos de absorcédo de luz pelo farmaco. Assim, os FS, para serem utilizados
clinicamente, devem ser ativados por uma luz com comprimento de onda que se
encontre na faixa do espectro eletromagnético do vermelho e infra-vermelho préximo

(600-850 nm). Nessa faixa, conhecida como “janela” de absor¢do luminosa, a
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absorcdo de fotons pelas moléculas presentes nos tecidos biolégicos € minima,
enquanto que a absor¢cdo pelos FS € maxima, isso promove uma adequada
transferéncia de energia para o oxigénio tecidual e gera, assim, as espécies reativas

de oxigénio (64).

Atualmente, uma grande variedade de fontes de luz pode ser utilizada no
procedimento de irradiacdo das lesdes neoplasicas durante as sessdes de TFD.
Dentre essas fontes se destacam os lasers (lasers pulsados de argonio, lasers de
vapor de metal e os neodymium-doped yttrium aluminium garnet - Nd:YAG). Além
dessas fontes de luz, existem outras como o filamento de tungsténio, o arco de

xenodnio, as lampadas fluorescentes, além dos LED (64-66).

Os Lasers sdo as fontes de luz mais comumente utilizadas devido ao seu
caradter monocromatico, versatilidade no ajuste da poténcia (dosimetria) e
possibilidade de sele¢cdo do comprimento de onda da radiacdo incidente. Além disso,
podem ser facilmente acoplados em feixes e fibras Opticas, que podem se encaixar
em aberturas de endoscépios e sondas guiadas por programas computacionais
associados a tomografias para conduzir a luz até aos tecidos mais profundos. Essa
associacdo do laser com as fibras Opticas permite a utilizacdo da TFD na eliminacao

de tumores localizados em areas inacessiveis a irradiacéo pela luz (67).

1.8 FARMACOS FOTOSSENSIBILIZADORES

As vantagens da TFD quando comparada aos métodos convencionais de
tratamento do cancer estéao relacionadas, principalmente, a sua baixa toxicidade e a
sua capacidade de destruir os tumores de forma mais seletiva, causando menos
danos locais e sistémicos. Entretanto, as vantagens dessa modalidade terapéutica
sao diretamente condicionadas ao farmaco utilizado como fotossensibilizador. Os FS
sdo o0s principais compostos para a efetividade da TFD, pois como citado

anteriormente, ao serem excitados pela luz, produzem espécies altamente reativas,
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que causam danos as biomoléculas e sdo responsaveis pela citotoxicidade dessa
terapia (68, 69).

Varios FS ja foram testados clinicamente na TFD, porém os resultados ainda
sugerem a necessidade de novas pesquisas com o objetivo de desenvolver FS com
propriedades ideais e mais eficazes. Os pré-requisitos para um FS ideal incluem
pureza quimica, seletividade para ceélulas tumorais, estabilidade quimica e fisica,
curto intervalo de tempo entre a administracdo e a maxima acumulacdo nos tecidos
tumorais, ativacdo em comprimentos de onda com Otima penetracdo nos tecidos e
excrecao rapida pelo organismo. Os parametros fotofisicos desejaveis sdo um alto
rendimento quantico de oxigénio singlet como também um longo tempo de vida do

estado triplet, pois neste caso a producédo de oxigénio singlet € mais efetiva (68, 70).

Algumas tentativas de classificacdo dos FS se baseiam nos periodos em que
eles foram desenvolvidos (71). Os FS de primeira geracdo sao compostos
produzidos a partir da porfirina e incluem a Hematoporfirina (HPD) e seus derivados.
Esses farmacos estdo associados a varias limitagdes, como pouca seletividade,
necessidade de grandes quantidades de droga para obtencdo de uma adequada
eficiéncia e fotossensibilidade cutanea elevada, fatores que limitam suas aplicacoes
clinicas. A segunda geracdo de FS foi desenvolvida com base nas supostas
deficiéncias das drogas de primeira geracdo. Desse modo, esses FS sao
considerados eficazes geradores de oxigénio singlet, e possuem um pico de
absorcdo na faixa do espectro eletromagnético de 650-800 nm. Outras vantagens
sdo a alta seletividade para os tecidos neoplasicos e a eliminacao relativamente
rapida do organismo, o que consequentemente diminui os efeitos colaterais. Estes
farmacos possuem varias estruturas, incluindo as porfirinas, as porfirinas
expandidas, derivados de clorinas, como também alguns corantes (72, 73).
Estranhamente, a segunda geracao de FS inclui os corantes, que na realidade foram

aplicados primeiro na clinica.

A terceira geragdo de FS contém farmacos da primeira e da segunda geragao
conjugados com Vvarios modificadores biolégicos, tais como anticorpos e
nanoparticulas. Essa classificacdo dos FS em geracdes pode levar a um
entendimento erréneo de que os FS das novas geracdes sao melhores do que das

anteriores. Entretanto, na realidade clinica, as comparacg@es realizadas até hoje ndo
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comprovam que os FS de terceira geracdo sejam melhores do que os demais
famacos das geracdes anteriores. Além disso, muitos FS de segunda e terceira
geracdo ainda ndo estao disponiveis comercialmente e por esse motivo hdo podem

ser estudados e comparados clinicamnete (72).

Uma outra forma de classificar os FS tem como base a estrutura quimica
desses farmacos. Dessa forma, os FS sdo distribuidos em classes conforme as
semelhancas quimicas de seus compostos (70). As principais classes de
fotossensibilizadores utilizados clinicamente estéo representadas na Tabela 1, cada
uma dessas classes de farmacos apresenta diferentes propriedades fotoquimicas e
fotofisicas em relacdo aos mecanismos de acao e ativacao pela luz.

Tabela 1 — Principais fotossensibilizadores utilizados clinicamente

Classe Farmaco Substéncia
Porfirina Photofrin® Photogem®  HpD
Porfirina Levulan® ALA
Porfirina Metvix® M-ALA
Porfirina Hexvix® H-ALA
Porfirina Visudyne® Verteporfin
Texafirina Antrin®, Lu-Tex Lutexaphyrin
Clorina Foscan® Temoporfin
Clorina LS11, Photolon®, Litx™, Talaporfin

Apoptosin™,

Laserphyrin
Clorina Photochlor HPPH
Ftalocianina Photosens®, Pc4 Ftalocianina

Adaptado de Allison e cols. (72).

Entre as diversas classes de FS destacam-se as ftalocianinas. Compostos
gue possuem como base uma estrutura de porfirina com, geralmente, um atomo
central que pode ser de zinco, silicia ou aluminio. A presenca desse atomo central

aumenta a producdo de oxigénio singlet quando essas substancias sao irradiadas.
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As ftalocianinas possuem fortes bandas de absorcdo na faixa de 670 nm,
capacidade fluorescente e podem ser ativadas clinicamente a 100 J/cm?. Além disso,
dependendo da formulacao, as ftalocianinas podem ser eliminadas pelo organismo
em até 24 horas, o que reduz uma possivel toxicidade desse farmaco. O tratamento
com esse FS geralmente é iniciado uma hora ap6s a aplicacdo do farmaco que por
sua vez pode ser administrado por via topica ou em solug@es injetaveis. Entretanto,
a maioria dos farmacos FS, em especial os derivados de ftalocianinas, sé&o
altamente hidrofébicos, ou seja, pouco solaveis em solucdes fisiolégicas aquosas, e
por isso devem ser associados a uma estrutura que facilite o seu transporte no

ambiente fisioldgico aquoso (72).

Nesse sentido, os principais desafios a serem superados na TFD sédo os
sistemas de entrega de drogas. Devido ao fato dos FS serem altamente
hidrofébicos, varias estratégias de encapsulamento desses farmacos foram
desenvolvidas para facilitar o seu transporte até ao tecido tumoral. Vale ressaltar
gue um sistema de entrega de drogas ideal deve ser biodegradavel, apresentar
imunogenicidade minima, incorporar o FS sem perder ou alterar as suas atividades,
além de proporcionar um ambiente no qual o FS possa ser liberado em forma
monomeérica, ou seja, minimizar a agregacado do FS, o que diminuiria o rendimento
guantico de oxigénio singlet. Além disso, o sistema de administracdo deve permitir a
acumulacéo seletiva do FS dentro do tecido tumoral em concentraces terapéuticas,

com pouca ou nenhuma captacao pelas células ndo tumorais (73).

1.9 MODELO DE INDUGCAO TUMORAL

A avaliacdo da eficiéncia de um protocolo terapéutico para o tratamento do
cancer € extremamente complexa e envolve diversas etapas até que se comprove a
sua efetividade clinica. A utilizacdo de modelos animais experimentais no

desenvolvimento de protocolos terapéuticos é um dos passos fundamentais para o
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estabelecimento de ensaios clinicos em seres humanos. Um modelo experimental é
uma tentativa de se mimetizar o desenvolvimento e o comportamento de uma
doenca humana em cobaias animais. Boa parte do conhecimento sobre a biologia
das neoplasias malignas foi desenvolvida a partir destes modelos experimentais.
Entender os mecanismos biolégicos envolvidos na progressdao do cancer é
fundamental para melhorar o prognéstico dos pacientes afetados, bem como para a

elaboracao de novos protocolos terapéuticos (74).

O tumor de Ehrlich, um adenocarcinoma mamario de desenvolvimento
espontaneo em camundongos, é considerado um importante modelo de neoplasia
maligna experimental, pois pode ser transplantado para outros camundongos. As
células desse tumor de origem epitelial proliferam em varias linhagens de
camundongos na forma ascitica, quando inoculado intraperitonealmente, e na forma
sélida, quando inoculado no subcutaneo. Assim, as células do tumor de Ehrlich tém
sido utilizadas para o desenvolvimento de tumores experimentais em camundongos
tanto na forma ascitica quanto na forma sélida, com inducdo dos tumores

subcutaneos ou musculares (75, 76).

A utilizacdo de neoplasias transplantaveis, como o tumor de Ehrlich, tem
como vantagem o fato de determinar a quantidade e as caracteristicas iniciais das
células a serem inoculadas. Além disso, quando se realiza a induc¢do de tumores por
meio do transplante de células cancerosas, o desenvolvimento da neoplasia
acontece de forma mais rapida e eficaz, o que restringe o tempo de experimentacao
cientifica (76, 77).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo consistiu em avaliar a eficacia da
Terapia Fotodindmica mediada pela Aluminio-Cloro-Ftalocianina em formulagao
lipossomal na remissdo de tumores de lingua induzidos em modelos experimentais

in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar um modelo experimental que mimetize o cancer de boca em
camundongos Balb-c utilizando células derivadas do tumor ascitico de
Ehrlich;

2. Avaliar a eficacia da Terapia Fotodinamica mediada pela Aluminio-Cloro-
Ftalocianina nos modelos in vivo por meio da avaliagdo clinica e
histopatolégica dos tumores induzidos por injecdo de células derivadas do
tumor ascitico de Ehrlich na musculatura lingual,

3. Avaliar as condi¢bes de sobrevida dos camundongos Balb-c com tumores
induzidos por injecdo de células derivadas do tumor ascitico de Ehrlich na

musculatura lingual e submetidos a terapia fotodinamica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FORMULAGAO LIPOSSOMAL DE ALUMINIO-CLORO-FTALOCIANINA

As amostras de ftalocianinas lipossomais (AICIFt — aluminio-cloro-
ftalocianina), sintetizadas na concentracdo de 5 pM de AICIFt, utilizadas nos
experimentos deste estudo foram produzidas na Universidade de Sao Paulo —
Campus de Ribeirdo Preto (USP / Ribeirdo Preto) e gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Antonio Claudio Tedesco — USP / Ribeir&o Preto.

3.2 ESPECTROS DE ABSORBANCIA E FLUORESCENCIA DA ALUMINIO-CLORO-FTALOCIANINA

Os espectros de absorbancia e fluorescéncia do farmaco fotossensibilizador
(AICIFt) utilizado neste estudo foram obtidos em leitora de placa EspectraMax M2.
As leituras desses espectros foram realizadas em cubetas de quartzo com um
volume de 700 pL. O equipamento foi configurado para realizar a leitura dos

espectros entre 350 e 750 nm, com intervalo de 5 nm entre um ponto e outro.
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3.3 CAPACIDADE DE GERACAO DE OXIGENIO SINGLET PELO METODO DE DECAIMENTO DE

BENZOFURANO

Com o objetivo de determinar se a AICIFt utilizada neste estudo era capaz de
induzir a producédo de radicais livres, foi realizado um protocolo para deteccao de
oxigénio singlet (*O,) pelo método de degradacédo O,-dependente do benzofurano.
O benzofurano € um reagente que tem um pico de absorbancia em 410 nm e a
medida que ocorre geracdo de oxigénio singlet esta absorbancia decai de forma

diretamente proporcional a geracao desta espécie reativa.

A capacidade de geracdo de 'O, do farmaco fotossensibilizador foi
mensurada apds este ser irradiado com laser vermelho (660 nm), em diferentes
doses de energia, apos a adicdo de 5 pL de solucdo de benzofurano (1,5 mg/mL, em
alcool) (Sigma-Aldrich) em 700 pL do farmaco fotossensibilizador (AICIFt). Antes e
apos o procedimento de irradiacdo a absorbancia em 410 nm foi avaliada em leitora
de placas (Espectra M2) para detectar a geracdo de espécies reativas. A geracdo de
0, foi expressa como porcentagem de decaimento da absorbancia do benzofurano
em relacdo ao valor de absorbancia do farmaco (AICIFt + solucdo de benzofurano)
antes das irradiacdes. Neste experimento, o branco utilizado consistiu apenas do

farmaco fotossensibilizador.

3.4 FONTE DE Luz

A fonte de luz utilizada neste estudo para excitar as moléculas de
ftalocianinas lipossomais foi obtida por meio do Laser Diodo (BWgF-Tech in) em

comprimento de onda de 670 nm, acoplado a fibra 6tica, com poténcia de 80 mW.
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3.5 DESENHO EXPERIMENTAL

Neste estudo foram realizados experimentos in vitro e in vivo. A figura abaixo

esquematiza o desenho experimental deste estudo.

Aplicacéo da terapia fotodindmica mediada pela
Aluminio-Cloro-Ftalocianina em formulacgao lipossomal

I in vitro i l in vivo

Internalizacdo do FS [ Indugéo tumoral
por células tumorais (

Microtomografia ]

\.

Determinacéo do
protocolo de tratamento

[ Terapia Fotodindmica ]

N

Avaliagcédo Avaliacdo
Clinica Histopatologica

Figura 4. Desenho experimental dos ensaios realizados neste trabalho.
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3.6 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.6.1 Linhagem Celular

Nos experimentos in vitro realizados neste estudo, foi utilizada a linhagem
celular OSCC-3 (Oral Squamous Cell Carcinoma), imortalizada em cultura a partir de
um carcinoma espinocelular bucal humano. As células OSCC-3 foram
generosamente cedidas pelo Professor Doutor B. J. Baum (National Institute of
Health, Bethesda, USA) e mantidas no laboratério de Nanobiotecnologia do

Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia.

3.6.2 Cultura de Células

As células OSCC-3 foram mantidas em meio de cultura DMEM (GIBCO-BRL),
em pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO-BRL) e acrescido
de 1% de antibioticos e antimicotico (GIBCO-BRL — 10.000 unidades de penicilina G
sodica, 10 mg de sulfato de estreptomicina, 25 ug de anfotericina B dissolvidos em 1
mL de solucéo salina a 0,85%)).

As culturas foram estabelecidas a partir de uma passagem inicial de 1x10°
células em frascos de cultura de poliestireno de 25 cm? ou 2x10° células em frascos
de 75 cm? e mantidas & 37 °C, em atmosfera de 5% de CO; e 80% de umidade.
Para estabelecimento de subculturas, as células eram desprendidas do fundo do

frasco por tratamento com solucédo de tripsina-EDTA contendo 2,5 g/L de tripsina
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(1:250) e 0,38 g/L de EDTA em Hank’s Balanced Salt Solution sem cloreto de célcio,
cloreto de magnésio ou sulfato de magnésio (GIBCO-BRL) por trés minutos a 37 °C.
A suspenséao de células era transferida para um tubo de centrifuga contendo meio
de cultura com soro fetal bovino para inativacdo da tripsina e, em seguida,
centrifugada a 750 x g por cinco minutos. As células eram entdo contadas em
camara de Neubauer (Boeco, Germany) e repassadas para um novo frasco de
cultura. Em seguida, as células eram levadas a estufa nas mesmas condicbes

anteriormente descritas.

3.6.3 Determinacéo do Perfil de Internalizagcdo da AICIFt em Formulacéao

Lipossomal pelas Células OSCC-3

De modo a determinar o tempo de internalizacdo do farmaco
fotossensibilizador (AICIFt) pelas células tumorais, antes de se iniciar a aplicacéo da
terapia fotodindmica foram realizados testes para tracar o perfil cinético de interacdo
entre as vesiculas lipossomais neutras e as células tumorais. Para isso,
aproximadamente 1x10° células da linhagem celular OSCC-3 foram semeadas em

cada poco de placas de cultura com 12 pocos.

Depois de 24 horas, o meio de cultura foi removido e a cada poco foi
adicionada uma aliquota da amostra lipossomal (300 uL) dissolvida em meio de
cultura (2 mL). As células eram expostas a AICIFt por 0, 5, 15, 30, 60 e 120 minutos.
ApoOs cada tempo de exposicdo, 0 meio de cultura contendo a amostra lipossomal
dissolvida foi removido e os pocos foram lavados duas vezes com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS - NaCl 0,154 M; Na,HPO,4 0,1 M; pH 7,4). As células
foram entdo lisadas com Dimetil Sulféxido (DMSO) para liberar a AICIFt
internalizada. Apds esse procedimento, 200 pyL do lisado celular foram coletados e

colocados em leitora de placa (Espectra M2) de 96 pocos. A quantificacdo da AICIFt
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internalizada pelas células foi determinada por meio da fluorescéncia em seu maior

pico de absorcao (670 nm).

A porcentagem de internalizagdo foi calculada tendo como referéncia a
guantidade de solucéo lipossomal dissolvida em meio de cultura que correspondia a
100%. Assim, os valores de intensidade de fluorescéncia da AICIFt em relacdo aos

diferentes tempos foram calculados a partir da quantidade inicial.

3.7 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.7.1 Modelo Animal

O modelo animal utilizado neste estudo foi constituido de camundongos Balb-
¢ machos, com 15 semanas de idade. Todos os animais foram obtidos do Centro
Multidiciplinar para Investigacdo Biol6gica (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp — SP, Brasil). Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia, com
temperatura controlada de 23°C, ciclo de claro e escuro a cada 12 horas e

fornecimento de agua e racdo ad libitum.
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3.7.2 Manutencao da Linhagem de Células do Tumor de Ehrlich

As células do tumor de Ehrlich crescem na forma ascitica quando inoculadas
intraperitonealmente. Desta forma, a manutencdo da linhagem de células do tumor
de Ehrlich foi realizada a partir da inoculagdo intraperitoneal de 100 pL da
suspensdo celular desse tumor na concentracdo de 5x10° células/mL em dois
camundongos Balb-c machos. Apds sete dias, o tumor intraperitoneal ja estava bem
desenvolvido e pOde ser retirado para uma nova inoculagdo em outros animais. Para
iISS0, 0S animais com tumor intraperitoneal eram anestesiados com a combinacéo de
solucbes de Ketamina e Xilazina em doses de 15 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente,
e submetidos a puncdo abdominal para retirada das células tumorais. Apds a
remocdo das células tumorais os animais eram sacrificados por deslocamento
cervical. As células tumorais de Ehrlich eram contadas e inoculadas
intraperitonealmente, na mesma concentracdo anteriormente descrita, em mais dois
camundongos. Esse procedimento foi repetido de modo que a linhagem celular de

Ehrlich fosse mantida durante todas as fases experimentais deste estudo.

3.7.3 Modelo de Inducdo de Tumores de Lingua a partir de Células

Derivadas do Tumor Ascitico de Ehrlich

De modo a determinar a quantidade de células necessarias para a inducao
dos tumores linguais, suspensdes celulares do tumor ascitico de Ehrlich na
concentracdo de 5x10° células/mL foram injetadas na borda lateral esquerda da
lingua de camundongos Balb-c, conforme descrito na Tabela 2. Para a realizacao

dos experimentos e indugcdo tumoral, os animais foram anestesiados com a
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combinacgao de solucdes de Ketamina e Xilazina em doses de 15 mg/kg e 5 mg/kg,

respectivamente.

Tabela 2 - Grupos experimentais utilizados para a determinacdo da quantidade de
células necessarias para a indugéo dos tumores linguais

Grupo experimental Suspenséo Celular (uL)
1A 10
IB 20
IC 50

ApGs 48 horas, tempo suficiente para a visualizac¢éo clinica dos tumores, eles
tinham seus tamanhos mensurados por meio de um paquimetro de alta precisdo. Os
tumores induzidos tinham tamanhos que variavam entre 2 e 8 mm. Além da
determinacdo do tamanho dos tumores, observou-se que 0s animais com 0S

maiores tumores apresentavam grandes dificuldades na alimentacéo.

Nesse contexto decidiu-se que os tumores seriam induzidos utilizando-se 10
uL da suspensdo celular do tumor ascitico de Ehrlich na concentragdo de 5x10°
células/mL, pois 0s animais desse grupo apresentavam 0S menores tumores e nao

tinham dificuldades para se alimentar.

3.7.4 Microtomografias dos Tumores Induzidos na Lingua dos

Camundongos Balb-c

Para avaliar a extensdo das lesGes tumorais induzidas na lingua dos
camundongos Balb-c, foram realizadas microtomografias computadorizadas, 48
horas ap6s a inducdo tumoral. Para a realizacdo das microtomografias, os animais

(n=3) foram sacrificados por deslocamento cervical e em seguida suas linguas foram
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removidas, envolvidas em filme de PVC e levadas ao microtomografo SkyScan
MicroCT 1076 (SkyScan, Kontich, Bélgica), cujos parametros utilizados foram: 40 kV,
250 mA, tamanho do pixel de 18.1, filtro de Titanio de 0.025 mm e moldura em
média de 4. A reconstrucdo das imagens foi realizada com o programa

computacional NRecon software (SkyScan, Kontich, Bélgica).

3.7.5 Terapia Fotodinamica

ApoOs a inducgéo tumoral, os animais (n = 30) foram divididos em cinco grupos

experimentais conforme descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Grupos experimentais utilizados para avaliar a eficacia da Terapia
Fotodinamica na remisséo de tumores induzidos na lingua de camundongos Balb-c

Grupos Tumor Induzido Tratamentos
Experimentais AICIFt* Laser**
T1 - - -
T2 + - -
T3 + + -
T4 + - +
T5 + + +

* Injecdo intratumoral de 20 pl de solucdo de Aluminio-Cloro-Ftalocinina em formulacdo liposomal;
** gplicacéo do laser com comprimento de onda de 670 nm e energia total aproximada de 100 Jlem?.
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Os tratamentos foram iniciados 48 horas apds a indugcdo tumoral. Assim, os
animais dos grupos T3 e T5 receberam uma injecao intratumoral de 20 pL de
solucéo de Aluminio-Cloro-Ftalocinina em formulagéo lipossomal conforme ilustrado
na Figura 5A. Os animais dos grupos T4 e T5 tiveram seus tumores irradiados com
laser (Fig. 5B) cujo comprimento de onda era de 670 nm e possuia energia total
aproximada de 100 J/cm?. Para o Grupo T5, a irradiacdo do tumor foi realizada 15
minutos apos a injecao intratumoral do farmaco fotossensibilizador (AICIFt). O
intervalo entre a injecdo do farmaco e a irradiacdo do tumor foi determinado a partir
dos dados obtidos nos estudos, in vitro, sobre a internalizacao da AICIFt. Os animais
gue desenvolveram tumor mas nao receberam tratamento algum, Grupo T2,
constituem o grupo controle positivo. O controle negativo, Grupo T1, € constituido de

camundongos saudaveis, ou seja, sem tumor.

' o
Figura 5. Injecdo intratumoral da AICIFt (A) e posterior irradiagdo com laser (B) em camundongos
submetidos a TFD.

As aplicagbes de farmaco e as irradiagcbes com laser foram realizadas, para
cada grupo experimental, a cada 72 horas por trés vezes. O intervalo entre o0s
tratamentos, assim como o0 numero de tratamentos a serem realizados foi

determinado a partir dos dados obtidos em ensaios prévios.
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Durante todos os experimentos, 0s animais eram avaliados clinicamente
quando se considerou a analise macroscépica dos tumores e a variacdo da massa

corporal. Para isso, os animais foram pesados antes e ao final dos tratamentos.

Em todas as etapas experimentais, 0s animais eram submetidos a um
protocolo anestésico com solucédo de Ketamina e Xilazina em doses aproximadas de

15mg/kg e 5mg/kg, respectivamente.

3.8 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Ap6s 24 horas do Ultimo tratamento, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical para que se efetuasse a dissecacao e a remocao da lingua e
dos linfonodos cervicais para processamento e avaliacdo histopatolégica. Em
seguida, esses oOrgdos foram fixados com solucdo de paraformaldeido a 4% a
temperatura ambiente por duas horas. Ap6s a fixacdo inicial, os 6rgdos foram
colocados em uma solucdo de alcool 70% e deixados a temperatura ambiente
durante a noite. Foram realizadas duas trocas de alcool 70% para a retirada do
excesso de paraformaldeido. Depois disso, os 6rgdos eram submetidos aos
processos de desidratacao, diafanizacdo e inclusdo em parafina conforme descrito

na Tabela 4.
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Tabela 4 — Procedimentos, solucbes e tempos utilizados no processamento das
pecas histolégicas

Procedimento Solucao Tempo (minutos)
Alcool 80% 40
Desidratacéo Alcool 90% 40
Alcool 100% - 1 40
Alcool 100% - 2 40
Alcool 100% / Xileno (1:1) 40
Diafanizag&o Xileno - 1 40
Xileno - 2 40
Parafina — 1 (50°C) 60
Inclusao Parafina — 2 (50°C) 60
Parafina — 3 (50°C) 60

Depois de realizada a impregnacdo com parafina, os 6rgaos foram colocados
em barras de Leuckhart com parafina derretida para a obtencdo de blocos de
parafina a serem usados na microtomia. Desse modo, foram realizados cortes
histolégicos semi-seriados com 5 um de espessura utilizando-se um micr6tomo
Leica RM 2145. Os cortes foram entdo montados nas laminas de microscopia e
essas mantidas em estufa a 37°C durante um periodo minimo de 12 horas para

melhor aderéncia dos cortes.

3.9 PROCESsO DE COLORACAO PARA MICROSCOPIA DE Luz

Uma vez obtidos os cortes histolégicos estes foram corados com
Hematoxilina e Eosina (H&E) de base aquosa conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 — Metodologia de coloragédo com os corantes Hematoxilina e Eosina

Procedimento Solucédo Tempo (segundos)
Xileno - 1 60
Xileno - 2 60
Xileno - 3 60
Reidratacéo Alcool 100% 60
Alcool 90% 60
Alcool 80% 60
Alcool 70% 60
Hematoxilina 40
Coloragéao Agua corrente 180
Eosina 40
Agua corrente 20
Alcool 70% 60
Alcool 80% 60
Desidratacéo Alcool 90% 60
Xileno -1 60
Xileno -2 60
Xileno -3 60

Apébs o ultimo banho de xileno, as laminas foram recobertas com laminulas
utilizando-se Entellan® como meio de montagem, e colocadas para secar em estufa
a 37 °C por 12 horas. Posteriormente, os 6rgéos foram analisados e fotografados em
microscoépio de luz Zeiss Axioskop, sendo as imagens capturadas pelo programa
Axio Vison 40v 4.6.1.0. Copyring® 2002-2004.
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3.10 ANALISE EsTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism®. Os resultados da variacdo da massa corporal, das medicées das
areas dos tumores e do perfil de internalizagédo da AICIFt foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA). Nos casos em que foram detectadas diferencas entre os

grupos, foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3.11 APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETiCA

Este trabalho de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no
uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia
(UnB) de acordo com o processo UnBDOC n° 66063/2007, em anexo.
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4 RESULTADOS

No presente estudo, cujo intuito foi o de avaliar a efetividade da Terapia
Fotodindmica mediada pela AICIFt em formulacéo lipossomal na remissado de
tumores de lingua induzidos em camundongos Balb-c, foram realizados diferentes

ensaios e seus resultados estdo descritos a seguir.

4.1 CARACTERIZACOES FOTOFISICAS DAS AMOSTRAS LIPOSSOMAIS DE AICIFt

Uma das abordagens experimentais inicialmente realizadas foi a
determinacdo do espectro eletromagnético em que o fotossensibilizador AICIFt

absorve luz.

De acordo com a Figura 6, a AICIFt em formulagdo lipossomal neutra
apresenta o mesmo perfil espectral de absorcdo de luz da AICIFt quando na forma

monomérica, ou seja, entre 650 e 700 nm, com pico maximo de absor¢do a 670 nm.

Além da determinacédo da faixa de absorbancia também foram avaliados os
espectros de emissao de fluorescéncia da AICIFt em formulagdo lipossomal neutra.
A analise mostrou que a AICIFt emite luz fluorescente com pico maximo em

comprimento de onda de 670 nm (Figura 7).
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Figura 6. Espectros de absorbancia (350-750 nm) da solucdo de AICIFt em formulacdo lipossomal
neutra.
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Figura 7. Espectros de emissdo de fluorescéncia (350-750 nm), com excitacdo em 350 nm da

solugéo de AICIFt em formulacéo lipossomal neutra.
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De modo a determinar se a AICIFt utilizada neste estudo era capaz de induzir
a producao de radicais livres, essencial para a Terapia Fotodinamica, foi realizado
um protocolo para deteccéo de oxigénio singlet (*O,) pelo método de degradacéo
'0,-dependente do benzofurano. Esse método avalia o decaimento da absorbancia
tipica do benzofurano que ocorre em 410 nm. A Figura 8 representa 0s espectros de
absorbancia (350-750 nm) de uma solugéao lipossomal neutra que continha AICIFt
submetida a irradiacdo de laser vermelho em diferentes fluéncias de energia. A
mesma figura mostra que, com o aumento da oferta de energia ao farmaco
fotossensibilizador, ocorre decaimento da absorbancia do benzofurano. O
decaimento da absorbéncia do benzofurano indica que ele reagiu com o oxigénio

singlet do meio que foi gerado pela reacao fotodinamica.
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Figura 8. Formacdo do oxigénio singlet (‘O,) pelo método de degradacdo 'O,-dependente do
benzofurano. Espectros de absorbancia (350-750 nm) de solugbes lipossomais neutras contendo
AICIFt com benzofurano submetidas a irradiagdo de laser vermelho em diferentes fluéncias de
energia.
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4.2 ENsAIOS BIoLOGICOS IN VITRO

4.2.1 Determinacdo do Perfil de Internalizacdo da Aluminio-Cloro-

Ftalocianina em Formulacdo Lipossomal pelas Células OSCC-3

Para determinar em que tempo as células tumorais internalizavam maior
quantidade da AICIFt, foram realizados testes para caracterizar o perfil cinético de
internalizacdo das vesiculas lipossomais neutras pelas células OSCC-3.

Conforme mostra a Figura 9, aos cinco minutos as células OSCC-3 ja tinham
internalizado o farmaco. Entretanto, a internalizacdo maxima da AICIFt foi detectada

entre 15 e 30 minutos.
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Figura 9. Fracdo de internalizacdo de lipossomos neutros contendo AICIFt (5 uM) em funcdo do

tempo. Letras diferentes denotam diferenca significativa dos valores de intensidade de fluorescéncia
da AICIFt em relacéo aos demais tempos (p<0,05).
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4.3 RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS IN VIVO

4.3.1 Modelo de Inducdo de Tumores de Lingua a partir de Células

Derivadas do Tumor Ascitico de Ehrlich

De modo a determinar a quantidade de células necessarias para a inducéo
dos tumores linguais, diferentes quantidades de suspensdes celulares do tumor

ascitico de Ehrlich foram injetadas nas linguas dos camundongos.

Apos 48 horas, 100% dos animais desenvolveram tumores solidos na borda
lateral esquerda da lingua. Conforme mostra a Figura 10, a area dos tumores variou
de acordo com o volume da suspensdo de células tumorais que foi aplicado na
lingua dos camundongos. Os maiores tumores foram os induzidos com 50 uL da
suspensao celular. Contudo, a area dos tumores que foram induzidos com 10 pL se
mostrou mais compativel com a proposta de um modelo animal para o tratamento do
cancer de boca.
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Figura 10. Variacdo das areas dos tumores em relacéo ao volume da suspensédo de células tumorais
(5x10° células/mL). Letras diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05).
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O aspecto clinico da lingua de animais que receberam 10, 20 e 50 uL de
suspensao de células tumorais estd ilustrado na Figura 11, secdes A, B e C,
respectivamente. Nota-se a presenca de tumores (setas) além de processo

inflamatoério e edema moderado.

g = 3 . o R
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Figura 11. Aspecto clinico dos tumores de lingua apds 48 horas da indu¢do tumoral com células
derivadas do tumor de Ehrlich. (A) Tumor induzido com 10 puL, (B) tumor induzido com 20 pL e (C)
tumor induzido com 50 pL da suspenséo celular do tumor de Ehrlich (5x10° células/mL).

Depois de detectados os tumores do ponto de vista clinico, 48 horas apés a
induc&o tumoral, foram realizadas andlises histopatologicas das linguas dos animais

para confirmar o desenvolvimento da neoplasia.

A Figura 12A mostra a superficie dorsal da lingua de um camundongo que
nao foi inoculado com células tumorais. Nesse corte histolégico observa-se a lingua
revestida por epitélio estratificado queratinizado, abaixo do qual se encontra tecido

conjuntivo associado a fibras musculares esqueléticas.

O estudo histopatoldgico da lingua de camundongos Balb-c inoculados com
células tumorais estd contemplado nas figuras 12B, 12C e 12D. Na figura 12B,
verifica-se a presenca de tecido tumoral de contorno irregular abaixo da mucosa
lingual. Em maior aumento (Fig. 12C), podem ser vistas células pleomorficas, com
ndcleos picnoticos, evidenciando caracteristicas tipicas de células tumorais. Tais
detalhes podem ser melhor visualizados em maior aumento (Fig. 12D), com
destaque para a presenca de figuras mitéticas, como apontado pelas setas.
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histologicos de linguas de camundongos Balb-c. (A) Superficie
dorsal da lingua de animais controle normal. (B, C e D) Aspecto histolégico do tumor infiltrado entre
as fibras musculares da lingua de camundongos. Observa-se a invaséo tumoral (tf) em grande parte
da lingua, restando pequena porcao de musculatura (m) integra. As setas indicam figuras mitoticas
entre a grande massa de células tumorais.

4.3.2 Microtomografias dos Tumores Induzidos na Lingua dos

Camundongos Balb-c

Com base nos resultados descritos, decidiu-se que para avaliar a efetividade
Terapia FotodinAmica mediada pela AICIFt, os tumores de lingua seriam induzidos
com a aplicacdo de 10 uL da suspensdo de células tumorais de Ehrlich, na
concentracdo de 5x10° células/mL. Neste contexto, foram realizadas anélises de
imagens obtidas por meio de microtomografias computadorizadas de modo a
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dimensionar a profundidade dos tumores. A Figura 13 ilustra a extensdo de um
tumor em um corte coronal. A partir das imagens obtidas e com auxilio do programa
computacional NRecon software (SkyScan, Kontich, Bélgica) determinou-se o maior
diametro e a profundidade dos tumores em aproximadamente 2,7 e 2,1 mm,

respectivamente.

Figura 13. Microtomografia mostrando um corte coronal da lingua de um camundongo com tumor
induzido por células derivadas do tumor ascitico de Ehrlich. As setas indicam as possiveis margens
da leséo tumoral.

4.3.3 Terapia Fotodinamica

4.3.3.1 Avaliacao Clinica

Na avaliagdo clinica dos camundongos utilizados neste estudo, foram
considerados dois parametros: a variacdo dos tamanhos dos tumores e a

guantidade de massa corporal dos animais.
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Como pode ser observado na Figura 14, em todos os animais submetidos a
TFD, Grupo T5, ocorreu a remissdo completa dos tumores, ou seja, nao foi
observado clinicamente nenhum tumor em 100% dos animais desse grupo.
Entretanto, os animais que nado foram submetidos a TFD, grupos T2, T3 e T4,
apresentaram um aumento significativo no tamanho dos tumores. Pode-se observar
ainda que ndo ha diferenca estatistica entre os tamanhos iniciais dos tumores de

todos os grupos.
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Figura 14. Variagdo das areas dos tumores no inicio (48 horas ap6s a inducdo tumoral) e apés (9
dias apOs a indugdo tumoral) os tratamentos. Letras diferentes denotam diferenga significativa
(p<0,05).

A variacdo do tamanho dos tumores também pode ser observada na Figura
15. Nos animais submetidos a Terapia Fotodinamica, Grupo T5, os tumores (Fig.
15A) regrediram ao longo da terapia (Fig. 15B e C). Apés o primeiro tratamento com
a TFD, ja foi possivel observar na regido onde se localizava o tumor intensa necrose
tecidual (Fig. 15B), que regrediu depois de 72 horas (Fig.15C). Contudo, os tumores
dos camundongos que nao foram submetidos a TFD (controle positivo), daqueles
tratados somente com AICIFt e dos somente irradiados (sem a AICIFt), tiveram
aumento progressivo do seu tamanho (Fig. 15D, E e F).
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Figura 15. Fotografias mostrando o tumor inicial ap6s 48 horas da inducao tumoral (A e D), a necrose
tecidual da lingua de um camundongo ap6s a aplicacdo da TFD (B), a lingua de um camundongo
apos regressdo da necrose (C), a lingua de camundongos do grupo controle positivo pelas vistas
dorsal (E) e ventral (F) apés nove dias da inducdo dos tumores.



67

A Figura 16 ilustra também o aspecto macroscépico de linguas inoculadas
com a suspensdo de ceélulas do tumor de Ehrlich. Ao final dos experimentos foi
possivel observar a remissao clinica dos tumores quando estes eram submetidos a
TFD (Fig. 16 A). Porém, quando os animais ndo eram submetidos a essa terapia, 0s

tumores continuavam a crescer (Figura 16B).

Figura 16: Fotografia mostrando o aspecto macroscopico de linguas excisadas de camundongos
submetidos a inducéo tumoral. (A) Lingua de animal nove dias apds a inducdo tumoral e depois de
trés tratamentos com a Terapia Fotodinamica. (B) Lingua de animal nove dias ap0s a indugéo tumoral
e ndo tratado.

A variacdo da massa corporal, outro parametro de avaliagdo clinica
considerado neste estudo, esta representada na Figura 17. Pode-se observar que os
animais dos diversos grupos experimentais apresentavam diminuicao significativa da
guantidade de massa corporal. Entretanto, essa perda foi menor nos animais
submetidos a TFD, Grupo T5 (11,37%) quando comparado com a dos animais que
nao foram submetidos a TFD, grupos T2 (28,14%), T3 (27,86%) e T4 (27,69%).
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Figura 17: Percentual de perda de massa corporal dos diferentes grupos experimentais durante a
realizacdo dos ensaios clinicos. Letras diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05). (T1)
controle negativo; (T2) controle positivo; (T3) animais tratados somente com a AICIFt; (T4) animais
tratados somente com o laser; (T5) animais submetidos & TFD.

Além da perda de massa corporal, os animais dos grupos T2, T3 e T4, ou

seja, aqueles com tumor mas que nao foram submetidos a TFD, apresentaram

alopecia moderada (Fig. 18B) quando comparados com os dos grupos T1 e T5 (Fig.
18A).

Figura 18. Camundongos com tumores linguais. (A) Animal submetido a trés tratamentos com a TFD.
(B) Animal ndo submetido TFD.
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4.3.3.2 Avaliacao Histopatolégica

Além da avaliacdo clinica, foram realizadas analises histopatologicas das
linguas dos animais para confirmar a remissdo dos tumores submetidos a TFD. As
fotomicrografias dos cortes histolégicos das linguas corados com H&E estdo
representadas nas figuras 19 e 20.

A andlise histopatolégica dos tumores de lingua dos animais dos grupos T2,
T3 e T4, ndo submetidos a TFD, mostrou que estes tumores possuem aspecto
semelhante (Fig.19). As células tumorais apresentaram intensa proliferacdo local,
invadindo e destruindo a arquitetura tecidual do 6rgéo, incluindo o tecido conjuntivo
e 0 muscular. Antes do tratamento, o tecido neoplasico apresentou-se como uma
massa sélida, de contorno irregular, abaixo da mucosa lingual (Fig. 19 A e B). Em
maior aumento podem ser visualizadas areas de necrose tecidual em regides mais
internas dos tumores (Fig. 19B, C, D, E e F), o que consiste em uma das
caracteristicas usuais do tumor de Ehrlich.

Nas areas ndo necrosadas, o tecido tumoral apresenta células aparentemente
viaveis, tanto na periferia quanto na porcdo central. Contudo, tais células se
avizinham de outras com intenso pleomorfismo, nucleos grandes, alguns picnéticos,
além da ocorréncia frequente de figuras de mitose (Fig.19F, setas), caracteristicas

tipicas de células tumorais.
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Figura 19. Fotomicrografia de cortes histoldgicos de linguas de camundongos Balb-c com tumor
presente nos grupos T2, T3 e T4. (m) células musculares normais; (t) areas de proliferagdo tumoral;
(n) areas de necrose. As setas indicam figuras de mitose.
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A analise histopatoldgica das linguas dos camundongos submetidos a terapia
fotodindmica confirmou a remissdo completa dos tumores de lingua (Fig. 20B).
Entretanto, 24 horas ap6s o ultimo tratamento, a analise morfoldgica evidenciou
perda da arquitetura microscoépica das linguas desses animais. O tecido muscular
apresentava-se diminuido na quantidade de fibras que, além de menos numerosas,
apresentavam-se adelgacadas e, as vezes, com nucleos em sua regido central.
Verificou-se, concomitantemente, aumento do tecido conjuntivo entre as fibras
musculares e presenca de grande infiltrado inflamatério de células mononucleares
(Fig. 20C e D), o que néo era visto nos cortes histolégicos de linguas provenientes
de animais do grupo controle negativo (Fig. 20A). Em maior aumento, pode-se
observar substituicdo do tecido muscular por células de citoplasma abundante e
claro, indicativo de um processo de necrose coagulativa (Fig. 20C, D e E). Esse
processo é melhor visualizado na Figura 20E e F, na qual observa-se a presenca de
células com ndcleo pequeno, central e citoplasma opaco, 0 que sugere degradacao
de miofilamentos e degeneracao de fibras musculares. Entre tais células, podem ser
vistas areas de material hialino, sugestivo de degradacéo de matriz conjuntiva (seta).
Na Figura 20F (setas), podem ser observados em torno de fibras musculares
degeneradas aglomerados de células inflamatérias, muito provavelmente removendo
os fragmentos celulares provenientes da degeneracdo das fibras musculares

causada pela necrose.
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Figura 20. Fotomicrografia de cortes histoldgicos de linguas de camundongos Balb-c submetidos a
TFD. As setas indicam areas de material hialino, sugestivo de degradagdo de matriz conjuntiva (E) e

aglomerados de células inflamatdrias em torno de fibras musculares degeneradas (F).
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A Figura 21 ilustra cortes histolégicos obtidos 21 dias apds o término da TFD
(Fig. 21B, C e D), que podem ser comparados com a arquitetura normal das linguas
dos animais controle negativo (Fig. 21A). Nas Figuras 21 B-D, verificam-se
evidéncias de regeneracao tecidual na lingua dos animais tratados com a TFD.
Observa-se que as fibras musculares ja apresentam disposicdo em varios planos de
corte, o que caracteriza o padrao de distribuicdo dessas fibras na lingua dos animais
saudaveis (controle negativo). Entretanto, em maior aumento, observa-se entre as
fiboras musculares a presenca tecido conjuntivo bastante celular, o que denota

processo de cicatrizagao.

Figura 21. Fotomicrografia de cortes histolégicos de linguas de camundongos Balb-c. (A) Controle
negativo; (B, C e D) Grupo T5, 21 dias ap0s o término da TFD.

Neste estudo, além das linguas, foram também avaliados os linfonodos
cervicais. Conforme demonstra a Figura 22, os linfonodos cervicais dos animais que
receberam a Terapia Fotodinamica apresentavam-se ligeiramente aumentados (Fig.
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22B, setas) quando comparados com os dos camundongos saudaveis (Fig. 22A,
setas). Contudo, os animais do grupo controle positivo, animais com tumor e que
nao foram tratados, apresentavam linfonodos com aumento bastante acentuado,

aspecto sugestivo de linfonodos metastaticos.

Figura 22: Fotografia mostrando os linfonodos de um camundongo saudéavel (A), de um tratado com
a terapia fotodindmica (B) e de outro do grupo controle positivo (C).

A Figura 23A ilustra a estrutura tipica de um linfonodo cervical proveniente de
um animal saudavel (grupo controle negativo). Na Figura 23B, que ilustra um corte
histologico de um linfonodo cervical de um animal submetido a TFD, pode ser

observado tecido linféide permeado por células com morfologia atipica.

A analise histopatolégica dos linfonodos cervicais dos animais que nao foram
submetidos a terapia fotodinamica, grupos T2, T3 e T4, mostra invasado de células
tumorais nesses orgdos (Fig. 23C). Em maior aumento, observam-se células
grandes, com citoplasma abundante e fracamente basofilico, caracteristicas de
células tumorais. Os nucleos dessas células apresentam-se hipocromaticos,
grandes, variando de ovais a alongados (Fig. 23D, setas).
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Figura 23. Fotomicrografia de cortes histolégicos de linfonodos cervicais de camundongos Balb-c. (A)
controle negativo; (B) submetidos a TFD; (C e D) controle positivo, tratados apenas com a AICIFt e
somente irradiados. As setas indicam invasdo de células tumorais nos linfonodos (C) e células com
nucleos hipocrométicos, grandes, variando de ovais a alongados (D).
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5 DISCUSSAO

A Terapia Fotodindmica é uma modalidade terapéutica que envolve a
absorcdo seletiva de um farmaco fotossensibilizador pelo tecido tumoral, seguida
pela irradiacdo da lesdo neoplasica por uma fonte de luz de comprimento de onda
especifico. A absorcdo da luz pelo fotossensibilizador na presenca de oxigénio
singlet desencadeia processos fotoquimicos que resultam na formacdo de espécies
reativas de oxigénio. Essas espécies de oxigénio apresentam elevada reatividade,
pois seus atomos possuem numero impar de elétrons. Para atingir a estabilidade, as
espécies de oxigénio tendem a ligar o elétron ndo pareado a outros presentes em
estruturas proximas. Assim, as espécies reativas de oxigénio podem se ligar a
constituintes celulares tais como lipidios membranares, proteinas e DNA. Ao reagir
com essas biomoléculas, as espécies reativas de oxigénio podem ocasionar a morte

celular e induzir a destruicdo do tumor (78, 79).

Nos dltimos anos, tem havido uma intensa procura por novos
fotossensibilizadores que possam ser usados na terapia fotodinamica. Entre muitas
outras caracteristicas, um fotossensibilizador ideal deve ser uma substancia
quimicamente pura, com intensa absor¢cdo de luz na faixa do espectro
eletromagnético entre 600 e 850 nm, além da seletividade de suas interacdes como
0s sistemas biologicos e rapida eliminacdo pelo organismo (68). Apesar da
localizacéo preferencial do farmaco no tecido tumoral ser um fator determinante para
a efetividade da TFD, a hidrofobicidade do fotossensibilizador também deve ser
considerada nessa terapia, pois farmacos com alta hidrofobicidade séo pouco
soluveis em solucdes fisioldgicas aquosas. Por outro lado, aqueles com baixa
hidrofobicidade apresentam capacidade de interacdo com as membranas biologicas
diminuida e, conseqientemente, sdo menos internalizados pelas células. Vale
lembrar que a porcao apolar das membranas biolégicas, formadas pelas cadeias de
acidos graxos dos fosfolipides, forma uma barreira seletiva e de dificil transposi¢éo
para estruturas moleculares hidrofilicas, e de passagem facilitada para moléculas
hidrofébicas. Estas interacbes entre os farmacos FS e as membranas bioldgicas

foram observadas tanto em células eucaridticas (80, 81) quanto em procaridticas
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(82), nas quais tanto o grau de internalizacdo quanto o efeito citotoxico da TFD
diminuem a medida que aumenta a hidrofilicidade dos farmacos FS utilizados. O
aumento da solubilidade dos fotossenssibilizadores em solucdes fisioldgicas, além
do aumento da sua seletividade aos tecidos tumorais pode ser conseguido pelo uso
de sistemas de liberacdo de farmacos como os lipossomos (83, 84). Vale ressaltar
que fotossensibilizadores encapsulados permanecem mais tempo na circulagao

sanguinea.

No presente estudo, utilizou-se como farmaco fotossensibilizador uma
ftalocianina de cloro-aluminio incorporada em um sistema de liberacao lipossomal, a
AICIFt. A presenca de um ion metélico no centro da estrutura quimica desse FS faz
com que ele reaja por mais tempo com as moléculas celulares (85, 86). A
formulacéo lipossomal da AICIFt apresentou perfil espectral de absor¢cdo em regiédo
Otima de penetracdo da luz em tecidos biolégicos, ou seja, entre 650 e 700 nm, com
pico maximo em 670 nm. Da mesma forma, o perfil de emisséo de fluorescéncia da
AICIFt lipossomal também foi evidenciado na faixa de comprimento de onda de
670 nm. O fato de a AICIFt emitir fluorescéncia permite que esse farmaco possa ser
monitorado dentro do organismo. Isso possibilita a determinacdo da sua
concentracdo dentro de um tumor determinado ou, ainda, a sua utilizacdo para

identificar e mapear lesGes tumorais (87-89).

Outro fator importante que deve ser considerado em um fotossensibilizador,
para que ele possa ser utilizado na terapia fotodindmica, é a sua capacidade de
induzir a producédo de radicais livres. Assim, outra abordagem deste estudo foi
determinar, pelo método de degradacéo 'O,-dependente do benzofurano, se AICIFt
era capaz de induzir a formacdo de oxigénio singlet quando irradiada. Por esse
meétodo, foi detectado que a AICIFt em formulacdo lipossomal, mesmo quando
irradiada com 10J/cm?, induz a formac&o do oxigénio singlet. O oxigénio singlet é o
principal responsavel pela destruicdo de células tumorais durante o processo de
fotossensibilizacdo na TFD de neoplasias. Isso porque essa espécie reativa de
oxigénio, como citado anteriormente, pode ligar-se a constituintes celulares. Assim,
ao reagir com essas biomoléculas, o oxigénio singlet pode ocasionar a morte celular.
Vale ressaltar que a interacdo do oxigénio singlet com as moléculas organicas néao é
especifica, qualquer macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial

para a TFD. Portanto, devido a multiplicidade de alvos, as células tumorais tém
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maior dificuldade de desenvolverem resisténcia ao tratamento, sendo essa uma das
vantagens da fotossensibilizacdo. Nesse sentido, a terapia fotodinamica tem sido
utilizada para destruir células malignas e pré-malignas, de forma minimamente

invasiva.

Uma vez determinadas as propriedades de absorbancia, fluorescéncia e a
capacidade de formacéo de oxigénio singlet da AICIFt, realizou-se um experimento
in vitro para saber se a AICIFt em formulacdo lipossomal era internalizada por
células tumorais. De acordo com o0s resultados, as células tumorais OSCC-3
internalizaram o farmaco ja nos primeiros cinco minutos. A internalizagcdo maxima da
AICIFt foi detectada entre 15 e 30 minutos. Por isso optou-se por irradiar os tumores

15 minutos apos a aplicagcdo do farmaco.

A retencado dos fotossensibilizadores pelas células tumorais é dependente de
uma série de fatores, entre eles a estrutura quimica dos farmacos (90). Segundo
Kessel e cols. (91) a retencdo de FS em células tumorais aumenta com a diminuicao
da polaridade da molécula, fato que eleva a eficiéncia do FS. A AICIFt utilizada
nesse estudo possui em sua molécula porcdes polares e apolares, mas a sua
caracteristica final € de uma substancia com baixa polaridade, o que permite uma
retencdo desse farmaco em células tumorais considerada favoravel para sua

aplicacao na TFD.

No gue diz respeito aos parametros citados acima, a formulacéo lipossomal
de AICIFt preencheu os requisitos necessarios para ser considerado um farmaco

fotossensivel com potencial para ser utilizado na TFD.

Ja esta bem estabelecido na literatura o uso de modelos animais
experimentais na inducdo da carcinogénese para estudar seus mecanismos. A
utilizacdo desses modelos animais no desenvolvimento de protocolos terapéuticos €
um dos passos fundamentais para o estabelecimento de ensaios clinicos em seres
humanos. Varios modelos animais para o desenvolvimento do cancer bucal foram
propostos, inclusive modelos como hamster, ratos e camundongos. Neste estudo,
utilizou-se como modelo animal camundongos Balb-c machos com 15 semanas de

idade, ou seja, animais adultos e imunocompetentes.
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Os tumores linguais nos camundongos Balb-c foram induzidos a partir de
células do tumor ascitico de Ehrlich. O tumor de Ehrlich é primariamente um
adenocarcinoma mamario de desenvolvimento espontaneo em camundongos. O
tumor de Ehrlich tem sido utilizado como modelo no estudo da acdo de componentes
fisicos, quimicos e biolégicos sobre o crescimento, patogénese, cinética, imunologia,
bioquimica e terapéutica do cancer. Mesmo sendo um tumor indiferenciado, €
possivel que o tumor de Ehrlich seja influenciado por horménios estrogenos. Por
isso decidiu-se utilizar neste estudo somente camundongos machos, pois
apresentam menores variagées dos niveis desses horménios do que as fémeas (92,
93).

A utilizacdo de neoplasias transplantaveis, como o tumor de Ehrlich, tem
como vantagem o fato de se conhecer a quantidade e as caracteristicas iniciais das
células a serem inoculadas. Além disso, quando se realiza a inducdo de tumores por
meio do transplante de células neoplasicas, o desenvolvimento da neoplasia
acontece de forma mais rapida e eficaz, o que restringe o tempo de experimentacao
cientifica (94). Neste estudo, o modelo de inducdo tumoral a partir de células do
tumor ascitico de Ehrlich mostrou ser um método simples, barato, rapido e eficaz
para estudos de cancer de boca. Entretanto, esse modelo de indug¢do tumoral
apresentou algumas desvantagens como, por exemplo, grande potencial de invasao
e também intensa capacidade metastatica. Vale lembrar que, neste estudo, apenas
10uL de uma suspenséao celular do tumor ascitico de Ehrlich, na concentracdo de
5x10° células/mL, foram suficientes para induzir tumores sélidos na lingua dos
camundongos Balb-c em apenas 48 horas e metastases nos linfonodos cervicais

nove dias depois da inducao dos tumores.

A microtomografia € um novo método de diagndstico por imagem, com uma
resolucdo na ordem de micrémetros, que possui diversas aplicagfes, entre elas a
avaliacdo de estruturas anatdbmicas e patoloégicas de pequenos animais
experimentais (95-97). Por meio desse exame complementar pode-se obter imagens
tridimensionais de tecidos moles e duros, o que € impossivel na histomorfometria
convencional. Segundo Mercer e cols. (98) a microtomografia permite a avaliacao de
diferencas espaciais nos espécimes analisados, devido a possibilidade de serem
obtidas varias seccoes.
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Os dados das microtomografias computadorizadas realizadas nesse estudo
sugeriram gue esses tumores ja apresentavam o maior didmetro e a profundidade
em torno de 2,7 e 2,1 mm, respectivamente. Entretanto, esses resultados séo
preliminares, uma vez que para melhor determinar os limites desses tumores seria
necessario o uso de um contraste especifico para animais com o metabolismo téo
alto como os camundongos. A falta de uma substancia contrastante também né&o
permitiu determinar o volume dos tumores, que foi o objetivo principal de se utilizar

as microtomografias como exame complementar.

A qualidade e o aprimoramento das imagens da microtomografia sao
inquestionaveis, contudo, a microscopia de luz permite a observacdo de padrdes
morfolégicos ou mesmo modificacbes histolégicas como, por exemplo, respostas
reacionais de um tecido ou disposi¢éo de fibras colagenas.

A andlise ao microscopio de luz mostrou que os tumores induzidos nas
linguas dos camundongos apresentaram alto indice mitético e de invasividade,
pequena quantidade de células inflamatdrias, estroma escasso, além da presenca
de areas de necrose em regides centrais do tumor. Estas areas de necrose estdo
relacionadas a morte de células neoplasicas, muito provavelmente devido a
vascularizacdo deficiente nas areas mais centrais do tumor, jA que as areas
adjacentes ao tecido conjuntivo, proximas a vasos sanguineos, apresentavam

proliferacéao celular intensa.

Os tumores induzidos nas linguas dos camundongos Balb-c foram
submetidos a Terapia Fotodinamica, cujas aplicacdes de farmaco e irradiacbes com
laser foram realizadas, para cada grupo experimental, a cada 72 horas por trés
vezes. O intervalo entre os tratamentos, assim como o nimero de tratamentos a
serem realizados, foram determinados a partir de dados obtidos em ensaios prévios.
A remissdao completa dos tumores induzidos foi observada somente quando o

intervalo de tempo entre as aplicacdes da TFD foi de 72 horas.

De acordo com Busch (99), a TFD induz graves alteragcbes agudas ha
fisiologia do tumor a partir do momento em que o FS é excitado. Essas alteracdes
incluem efeitos sobre a oxigenacdo e o fluxo sangiineo do tumor, que podem
posteriormente determinar o resultado do tratamento. A hipOxia ocasionada pela

TFD é conhecida como um dos mecanismos do efeito da TFD aos tecidos tumorais.



82

O dano vascular associado ao desenvolvimento de hipéxia apos a TFD favorece a
resposta ao tratamento, entretanto as consequéncias do dano vascular e da hipoxia
durante a TFD podem ser mais complexas. Danos aos vasos sangiineos durante a
TFD podem comprometer o0 suprimento de oxigénio ao tumor. O oxigénio é
necessario para a geracdo das espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio

triplet, que sdo fundamentais para provocar o dano tecidual aos (100).

Desta forma, € importante que o intervalo de tempo entre as aplicacdes da
TFD seja suficiente para que o tecido tumoral recupere o oxigénio que foi consumido
durante a primeira aplicacdo da terapia. Portanto, a segunda aplicacdo ndo deve ser
realizada enquanto os tecidos tumorais ndo recuperarem o oxigénio, caso contrario
essa segunda aplicacdo da TFD pode néo ser efetiva devido a escassez de oxigénio
tecidual. Como a TFD provoca danos tanto nas células tumorais como nos vasos
sangiineos associados ao tumor, a reposi¢ao de oxigénio se torna dificultada apds a
aplicacao da TFD. Assim, o nimero de tratamentos a serem realizados e o intervalo
entre eles devem ser cuidadosamente avaliados para que a TFD promova o maximo

de dano aos tecidos tumorais.

A eficacia da Terapia Fotodindmica mediada pela AICIFt foi avaliada
considerando-se dois parametros: a analise clinica e a analise histopatologica das

linguas.

Pela andlise clinica determinou-se que o0s camundongos que foram
submetidos & TFD apresentaram diminuicdo da massa corporal, muito
provavelmente devido ao processo de necrose induzido pela acdo fotodinamica da
terapia na lingua desses animais. Como a necrose ocasiona severa sintomatologia
dolorosa, esses camundongos provavelmente apresentaram essa perda de massa
corporal devido a dificuldade na alimentacdo. Entretanto, 72 horas depois esse
processo de necrose regrediu, 0 que permitiu que os animais pudessem se alimentar
com menos dificuldade e recuperassem o peso corporal normal. Ja 0os animais que
nao foram submetidos a terapia fotodindmica apresentavam crescimento gradativo
dos tumores e consequentemente maior dificuldade na alimentagédo, que persistiu
por mais tempo. Isso talvez explique a diminuicdo da massa corporal mais

acentuada do que nos animais submetidos a TFD.
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A significativa perda de massa corporal em pacientes com cancer pode estar
associada a outros fatores além da diminui¢cdo da ingestao de alimentos, tais como a
diminuicdo da atividade fisica e acelerada degradacao de proteinas, um processo
denominado de caquexia neoplasica. Nesse processo, quando um organismo é
portador de um tumor, ele torna-se energeticamente mais ineficiente, o que leva a
um aumento do gasto energético. Desse modo, o consumo da glicose é transitério, o
organismo comeca a utilizar o glicogénio hepatico e muscular o que pode manter as
funcdes energéticas por até 72 horas de inanicdo (101). A partir dai, o organismo
comeca a utilizar outras fontes energia, o que se da por meio da lipolise dos lipidios
do tecido adiposo e da protedlise das proteinas musculares. O consumo desses
tecidos leva a diminuicdo do tecido adiposo, diminuicdo da massa muscular e,
consequentemente, a perda de massa corporal (102). Segundo van Bokhorst-de van
der Schueren e cols. (103) o estado de desnutricdo aguda com significativa perda de
massa corporal € um sinal clinico bastante freqliente em pacientes com cancer, em

especial pacientes com cancer bucal.

Além da perda de massa corporal os animais que nao foram submetidos a
TFD apresentaram perda de pélos pelo corpo. Esse fenbmeno de perda parcial de
pélos, denominado alopecia, ndo foi observado nos animais submetidos a TFD. De
acordo com Rushton e cols. (104) a alopecia pode estar relacionada a deficiéncia de

nutrientes como o ferro e alguns aminoacidos essenciais como a I-Lisina.

Pela avaliacéo clinica observou-se também a remissdo completa dos tumores
em 100% dos animais submetidos a TFD, o que foi confirmado pelas andlises
histopatolégicas. Entretanto, a acdo fotodindmica da terapia alterou a arquitetura
histologica das linguas desses animais. De acordo com Golab e cols. (105) e
Korbelik e cols. (106) a TFD n&o € muito seletiva em termos de efeitos citotoxicos
exercidos contra as células que formam o tumor. Portanto, tanto as células tumorais
guanto as células normais adjacentes séo letalmente danificadas pela TFD. Dentre
as alteracdes observadas, destacam-se as das fibras musculares esqueléticas,
principal tecido constituinte da lingua. A degeneracdo dessas fibras musculares
pode ser decorrente de distirbios no metabolismo das proteinas, em que as fibras
musculares estriadas apresentam coagulacdo das proteinas do sarcoplasma.
Segundo Laurens e cols. (107), essa alteragdo no metabolismo das proteinas leva a
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perda da estriacdo e ruptura das fibras musculares por dissolugéo do sarcoplasma, o
que desencadeia a degeneracao do tecido muscular e intensa reacao inflamatoria.

A principal via de morte tecidual observada nesse estudo foi a necrose.
Tapajos e cols. (108) mostraram, em estudos in vitro com queratindcito bucais
humanos, que a TFD mediada pela AICIFt induz morte celular por necrose. Essa
necrose foi induzida por espécies reativas de oxigénio resultantes da reacdo
fotodindmica que reagiram diretamente com biomoléculas celulares, levando a
alteracbes na permeabilidade da membrana plasmética. De acordo com Castano e
cols. (63) a peroxidacédo lipidica é a causa primaria para a ocorréncia de necrose,
pois a inativacdo da membrana mitocondrial desorganiza todo o sistema de

transporte e de energia dentro da célula.

Além da acao fotodindmica direta nas células, pode ter ocorrido também um
dano aos vasos sangliineos, o que ocasionou isquemia e hipoxia celular. Como
consequéncia disso, as células neoplasicas e o tecido como um todo foram levados
a necrose coagulativa, que eliminou a lesédo. Resultados semelhantes foram obtidos
por Longo e Cols. (109), que demostraram a atuacédo direta da AICIFt sobre as
células tumorais, o que provoca necrose tecidual, além de dano aos vasos
sangiineos associados ao tumor. Além disso, também foi relatado nesse estudo que
a estrutura vascular normal dos tecidos ndo tumorais foi preservada, o que indica
que o dano aos vasos sanguineos foi seletivo aos vasos associados ao tumor.
Kobayashi e cols. (110) demonstraram que a TFD induz danos no endotélio de
pequenos vasos sanguineos de tumores de lingua em camundongos. Os autores
mostraram ainda que, devido aos danos vasculares, ocorria hemorragia, trombose e

exsudacao fibrosa, fatores que desencadeavam a necrose.

As modificagbes induzidas pela TFD na membrana plasmética também
desencadeiam a transducao de sinais que podem ativar ou inibir, entre outras, a
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias importantes na resposta imune contra o0s
tumores (51, 63). Como citado anteriormente, as andlises histopatoldgicas das
linguas dos animais submetidos a TFD mostraram invasédo de células inflamatérias

no tecido necrosado.

Apoés 21 dias do término da TFD as analises histopatoldgicas indicavam

ligeira regeneracdo do tecido muscular nas linguas dos animais submetidos a
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terapia. Isso porque, nessa fase, o tecido muscular apresentava uma estrutura
melhor organizada, inclusive com rearranjo das fibras musculares que se mostravam
delgadas, possivelmente recém formadas e com direcionamento em trés planos de

corte.

Estudos de regeneracéo tecidual ttm demonstrado que, apesar das células
musculares ndo proliferarem, o muasculo esquelético apds lesdo pode apresentar
pequena capacidade regenerativa. Nesse processo, fatores liberados pelo musculo
lesionado ativam células inflamatoérias intramusculares e estas produzem sinais
guimiotaticos que recrutam células inflamatérias da circulacdo. Os neutrofilos sdo as
primeiras células inflamatérias a invadir o muasculo lesionado, onde liberam
bradicinina, prostaglandinas e histamina, o que causa vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade dos pequenos vasos. ApoOs a infiltracdo de neutréfilos, os
macrofagos invadem o tecido lesionado para fagocita-lo e ativar células satélites.
Uma vez ativadas, essas células proliferam e se fundem umas as outras para formar
novas fibras musculares esqueléticas. Por fim ocorre a remodelacdo do tecido
lesionado caracterizada pela maturagdo das miofibrilas e restauracdo da capacidade

funcional das células musculares (107, 111).

Entretanto, a regeneracdo muscular visualizada nas linguas dos animais
submetidos a TFD muito provavelmente ndo serd completa, pois as analises
histolégicas mostraram a presenca de bastante tecido conjuntivo celular nos locais
onde deveriam existir fibras musculares, o que indica a ocorréncia de um processo
de cicatrizacdo tecidual. Vale ressaltar que diante de grandes destrui¢des teciduais,
gue ultrapassam os limites da regeneracao, a reposicao tecidual ocorre por meio da
proliferacdo de células menos diferenciadas, como as pertencentes ao tecido
conjuntivo. Nesse contexto, pode-se inferir que nesse estudo, a destruicédo tecidual

provocada pela TFD foi intensa.

O sitio preferencial para a ocorréncia de metastases provenientes de lesGes
malignas do terco anterior da boca séao os linfonodos cervicais (112, 113). Por isso,
neste estudo, além das linguas, também foram avaliados os linfonodos cervicais de
modo a verificar a possivel ocorréncia de metastase. A analise histopatologica dos

linfonodos cervicais mostrou invasao de células neoplasicas nesses linfonodos, o
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que indica um processo de metastase nos animais que ndo foram submetidos a
TFD.

Contudo, nos animais submetidos a TFD, apesar de se observar algumas
células com morfologia atipica, a analise néo foi conclusiva em relacdo a ocorréncia
de metastase nesses animais. Isso porque a densidade celular nos linfonodos
desses animais se assemelhava a do controle negativo, o que dificultou diferenciar
se realmente existiam células neoplasicas. A andlise por imunohistoquimica poderia

confirmar se ocorreu metastase ou ainda se a TFD foi capaz de inibir esse processo.

Diante ao exposto acima, é plausivel acreditar que os resultados obtidos
neste estudo, quando somados a outros da literatura, possam contribuir para o
desenvolvimento de estratégias que definam um protocolo para a aplicacdo da
Terapia Fotodindmica como tratamento dos canceres de cabeca e pescoco, em

especial o do cancer de boca.
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6. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, € licito concluir que:

=

A Terapia Fotodinamica foi eficaz na remissdo completa dos tumores
induzidos nas linguas de camundongos Balb-c a partir de suspensdes

celulares do tumor ascitico de Ehrlich.

A toxicidade induzida pela Terapia Fotodinamica ocorre por meio de necrose

Apds o processo de necrose tecidual induzido pela Terapia Fotodinamica
ocorre regeneracdo tecidual com a formacgédo de cicatrizacdo de tecido

conjuntivo.

Y

Os animais submetidos a Terapia Fotodinamica apresentaram boas
condicbes de sobrevida, inclusive em relacdo a alimentacdo e ao peso

corporal.
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