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RESUMO

O aumento crescente da incidéncia de cancer e a necessidade de se desenvolver terapias mais
eficazes com o minimo de efeitos adversos tém suscitado a busca de tratamentos alternativos.
Entre estes, duas terapias promissoras sdo a magnetohipertermia (MHT) e a terapia
fotodinamica (TFD), as quais podem proporcionar ainda maior eficacia se realizadas com
materiais nanoestruturados. O presente trabalho teve o objetivo de, utilizando modelos de
tumor solido de Ehrlich, verificar a atividade antitumoral de duas amostras a base de
nanoesferas de albumina: (1) amostra contendo nanoparticulas magnéticas a base de
maghemita (PAM) usadas na concentracéo de 1,2 x 10" particulas magnéticas/mL foi testada
para MHT de tumores localizados na cabeca ap6s administracdo de 5,5 x 10* células tumorais
e (2) amostra contendo 0,5 mM zinco-ftalocianina tetrassulfonada (PAF) para TFD na orelha
ap6s administragdo de 2,75 x 10* células tumorais. PAM e PAF foram usadas,
respectivamente, em diferentes protocolos de MHT e TFD. MHT foi feita com equipamento
operando a 1 MHz e 40 Oe de amplitude de campo e foram realizadas andlises histologicas do
tumor para verificar o grau de necrose. As analises mostraram que dois dos animais
submetidos @ MHT duas vezes ao dia, durante trés dias consecutivos, apresentaram 100% de
necrose e auséncia de proliferacdo celular. Para a realizacdo da TFD foi usado luz laser com
comprimento de onda de 670 nm e animais distribuidos em trés grupos experimentais. A
avaliacdo dos procedimentos foi feita por observacdes clinicas (peso do animal, peso e
volume do tumor), testes hematoldgicos e bioquimicos, analise morfoldgica, tanto do figado,
quanto dos rins para avaliar possiveis alteragdes teciduais, e analises morfométricas do tumor
para avaliar o grau de necrose obtido. Para validar os experimentos de TFD, grupos tratados
com o quimioterdpico doxorrubicina (Dox) foram investigados. Os resultados mostraram que
a TFD, quando realizada de trés em trés dias durante nove dias experimentais induziu necrose
equiparavel ao do tratamento com Dox, com menos efeitos adversos, sobretudo no figado; Ja
os tratamentos combinados com TFD e Dox ndo apresentaram efeitos sinérgico ou
antagbnico. Em geral, os melhores protocolos de MHT e TFD levaram a pelo menos 60% de
necrose. Conclui-se que as nanoesferas de albumina, além de altamente biocompativeis,
representam material nanoestruturado eficaz na realizacdo da MHT e TFD que, embora nem
sempre tenham causado a remissdo total do tumor, revelaram significativa atividade
antiproliferativa, apresentando alto potencial para tratamento do cancer.

Palavras-chave: Magnetohipertermia, terapia fotodinamica, nanoparticulas magnéticas,
tumor de Ehrlich, nanoesferas de albumina.



ABSTRACT

The increasing incidence of cancer and the need to develop more effective therapies with
minimal collateral effects have prompted the search for alternative treatments. Among these,
two promising therapies are magnetohyperthermia (MHT) and photodynamic therapy (PDT),
which can be even more efficient if performed with nanostructured materials. The present
work was aimed to investigate the antitumor activity of two samples based on albumin
nanospheres: one containing magnetic nanoparticles (PAM) and another containing zinc-
phthalocyanine tetrasulfonated (PAF) while using the model of Ehrlich solid tumor (head for
MHT and ear for PDT). PAM and PAF were used in different protocols of MHT and PDT,
respectively. MHT was performed with the equipment operating at 1MHz
and 40 Oe, while PDT have used light source at 670nm. The evaluation of both procedures
was made by clinical observations (weight of animal, weight, volume, and size of
tumor), cytometry, haematological, and biochemical tests, and morphological analysis of the
liver and kidney tissue to evaluate possible changes, and also morphology of tumor
to assess the degree of necrosis induced. Two animals submitted to MHT showed
100% necrosis. In general, the best protocols of MHT and PDT led to at
least 60% necrosis. To  validate  the  PDT experiments, groups treated  with
the chemotherapeutic  agent doxorubicin  (Dox) were investigated. PDT and Dox
induced comparable  necrosis. PDT showed fewer side effects than Dox.
PDT and Dox showed no synergistic or antagonistic effect. We conclude that the
highly biocompatible albumin nanospheres represent nanostructured material efficient in
performing the MHT and PDT procedures. Though they not caused total remission of the
tumor, they showed significant antiproliferative activity evidencing a high potential for cancer
treatment.

Keywords: Magnetohyperthermia, photodynamic therapy, magnetic nanoparticles, Ehrlich
tumor, albumin nanospheres.
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pg Picograma

P-LCR Porcentagem de plaquetas gigantes (do inglés Platelet large cell ratio)

PDW Amplitude da distribuicdo do tamanho de Plaquetas (do inglés Platelet
Distribution Width)
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inglés Red Cell Distribution Width)
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1 INTRODUCAO

O céncer constitui um dos principais problemas mundiais de saude e de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer, INCA, uma das causas mais importantes de morbidade e de
mortalidade em criancas e adultos (INCA, 2007). O nome cancer é dado a um conjunto de mais
de 100 doencas que tém em comum a proliferacdo celular desenfreada associada a capacidade
de invasdo e destruicdo tecidual (RUDDON, 2007). O processo da carcinogénese, ou seja, de
formacdo de cancer ocorre, em geral, de forma lenta, podendo levar varios anos para que uma
célula neoplasica prolifere e dé origem a um tumor visivel. Esse processo passa por trés
estagios antes de chegar ao tumor: iniciacdo, promog¢ao e progressao. Durante a iniciacdo, o
primeiro estagio, as células sofrem o efeito dos fatores carcinogénicos que provocam
modificacBes em alguns de seus genes, ficando, desta forma, suscetiveis a acdo de um segundo
grupo de fatores que atuara no segundo estagio, a promogdo. Neste, as células iniciadas séo
transformadas em células malignas se em longo e continuado contato com o fator cancerigeno
promotor. Na progressao, terceiro e ultimo estdgio da carcinogénese, ocorre proliferacao
descontrolada e irreversivel das células alteradas, que resulta no surgimento das primeiras
manifestacdes clinicas da doenca (WEINBERG, 2008). A carcinogénese pode iniciar-se de
forma espontanea ou ser provocada pela acdo de agentes carcinogénicos,0s quais induzem
alteragdes mutagénicas ou epigenéticas nas celulas. Os fatores que promovem a iniciagdo ou
progressdo da carcinogénese sao diversos, destacando-se a acdo de: (i) substancias quimicas;
(ii) fatores bioldgicos e fisicos; (iii) fatores epigenéticos e (iv) predisposicdo hereditaria
(SOARES, 1993; WEINBERG, 2008).

Alguns procedimentos tém sido adotados no tratamento ao cancer, sendo 0s mais
comuns a cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Resumidamente, a cirurgia baseia-se na
remocédo do tecido doente, desde que 0 mesmo se encontre em regides passiveis de serem
submetidas ao processo (RANG et al., 2004). O processo cirdrgico pode, muitas vezes, levar
a lesbes de tecidos e 6rgdos. A radioterapia, por sua vez, emprega um feixe de radiacéo
ionizante para destruir células tumorais. E utilizada quando o tecido doente esta localizado
em regides que ndo possibilitam a intervencdo cirdrgica ou quando ocorre reincidéncia ap6s
cirurgia. A resposta a radiagdo depende de fatores como tempo de irradiacdo, a sensibilidade
do tumor ao tratamento e a sua localizacdo (MARKS; MOHIUDDIN; EITAN, 1991;
MACHADO, 2000; RANG et al., 2004). Esta terapia, via de regra, além dos tumorais, afeta
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também os tecidos normais. J& a quimioterapia antineoplasica, um outro procedimento
adotado no combate ao cancer, faz uso de substancias quimicas que afetam a funcéo e a
proliferacdo celular, tanto de células normais, quanto das cancerigenas (CHUNFU et al.,
2004). Embora esses procedimentos apresentem significativa importancia no aumento da
sobrevida dos pacientes, podem ser ineficazes quando se considera a cura completa,
apresentando desvantagens como efeitos adversos indesejaveis e, muitas vezes, deficiéncia
na resposta terapéutica (MANTHE et al., 2010). Em muitos casos ha necessidade de
combinar essas terapias para um resultado mais eficazes.

Diante do exposto, h4 uma incessante necessidade de se buscar farmacos eficientes
que apresentem baixa toxicidade as células ndo tumorais e, consequentemente, causem 0
minimo de efeitos adversos para o paciente (MELO; PIMENTA, 2004) e métodos
alternativos que tenham maior especificidade para os tecidos neoplésicos. Este tem sido um
importante foco de estudos cientificos nas Ultimas décadas, dentre os quais se incluem a
magnetohipertermia e a terapia fotodinamica (LACAVA et al., 2000; MACHADO, 2000),

especialmente quando empregam materiais nanoestruturados.

1.1 Materiais Nanoestruturados

A ideia de manipulagdo de atomos e/ou moléculas individuais em escala nanométrica
— a nanomanipulagéo — se propagou e ganhou consisténcia a partir de uma palestra intitulada
“There’s plenty of room at the bottom™ ("H4 muito espago 14 embaixo") proferida em 1959,
pelo fisico Richard Feynman, um dos mais renomados cientistas do século XX e ganhador de
dois prémios Nobel. Entretanto, a anélise de estruturas em escala nanométrica (DURAN;
MATTOSO; MORAIS, 2006), se tornou factivel apenas nos anos 80 devido a invencdo do
microscopio de tunelamento e do microscopio de forca atdbmica (AFM), os quais permitiram o
desenvolvimento da Nanociéncia e da Nanotecnologia. Devido as suas inumeras aplicacdes
nas mais variadas areas, o emprego dos materiais nanoestruturados apresenta, atualmente,
interesse crescente (FILHO, 2006).

Os materiais nanoestruturados sao caracterizados por dimensGes nanométricas (1 nm =
um bilionésimo do metro). Nessa escala de tamanho, 0s materiais apresentam novas
propriedades térmicas, Opticas, magnéticas e elétricas, como tolerancia a temperatura,

variedade de cores e alteracdes da reatividade quimica, propriedades estas ndo observadas



20

quando os mesmos materiais estdo nas escalas micro ou macroscopica (FERREIRA,
RANGEL, 2009).

Uma das principais caracteristicas dos nanomateriais é sua grande area de superficie,
quando comparados aos materiais macroscopicos (BERRY; CURTIS, 2003; KIM; RUTKA,;
CHAN, 2010). Essa peculiaridade pode ser apontada como uma de suas grandes vantagens,
uma vez que os torna muito mais reativos, possibilitando inimeras aplicagdes, tanto de
diagnostico quanto terapéuticas (LIU; WEBSTER, 2007). Exemplos de nanomateriais com
uso potencial nas aplicacfes biomédicas incluem lipossomas, nanocépsulas, nanotubos de
carbono, fulerenos, dendrimeros e nanoparticulas as mais variadas, inclusive as magnéticas
(KIM; RUTKA; CHAN, 2010).

Na Nanobiotecnologia e, em particular, na Nanomedicina, 0os nanomateriais tém sido
empregados, com sucesso, como sistemas de entrega e liberagdo controlada de farmacos, com
grandes vantagens sobre os sistemas convencionais, pois permitem maior especificidade,
seletividade e eficacia, a0 mesmo tempo em que geram menos efeitos adversos (DURAN:;
MATTOSO; MORAIS, 2006). No desenvolvimento de métodos alternativos para o
tratamento do cancer, 0s nanomateriais tém proporcionado avancos importantes na

magnetohipertermia (MHT) e na terapia fotodindmica (TFD).

1.2 Magnetohipertermia

Hipertermia é uma modalidade terapéutica empregada para proporcionar aumento de
temperatura em uma determinada regido do corpo que esteja afetada por uma neoplasia, com
0 objetivo de causar lise de suas células tumorais (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006). O
conceito da utilizacdo do calor para tratar o cancer ndo é novo. Ja no final de 1800 os médicos
usavam o calor para o tratamento do céncer. Certamente ndo houve ensaios clinicos
randomizados para descrever o tratamento hipertérmico do céncer, mas muitos relatos
descrevem pacientes curados de sua doenca apds passar por estado febril ou aquecimento
externo de tumores superficiais (CHERUKURI; GLAZER; CURLEY, 2010).

O aumento da temperatura corporal (hipertermia), em parte ou em todo organismo,
pode ser causado por fatores externos — exposic¢ao ao sol ou regides de temperatura elevada —
ou por fatores internos — reagdes do organismo. Proporcionando um aumento de temperatura
significativo, entre 5 a 8°C devido a perda de histerese, a hipertermia tem-se mostrado
promissora como terapia contra o cancer (ITO et al, 2003; VASSEURA et al., 2006),



21

especialmente quando utilizada para intensificar a eficacia da quimioterapia e da radioterapia
(ZEE et al., 2000). A combinacdo da energia térmica com a quimioterapia oferece vantagens
sobre a quimioterapia administrada isoladamente. Por exemplo, a captura de drogas por
células malignas e sua distribuicdo intracelular sd@o melhoradas pelo aumento da
permeabilidade celular. Também ocorre aumento do metabolismo de drogas e reacdo com
DNA e, ainda, o reparo do DNA ¢ inibido (GOFRIT et al., 2004). Estudos pré-clinicos
mostraram aumento da citotoxicidade de derivados de platina e que a hipertermia pode
superar a resisténcia que as drogas adquirem. Van der Zee et al. mostraram, em ensaios
clinicos de fase Il para tratar carcinoma cervical inicial, beneficios de sobrevivéncia para
tratamentos de hipertermia e radioterapia em comparacdo a radioterapia isoladamente
(RICHEL et al., 2004).

Tal fato poderia ser explicado, pelo menos em parte, porque as células tumorais séo
relativamente resistentes a radiacdo, mas sensiveis ao aumento de temperatura
(VASANTHAN et al., 2005) devido & desorganizacao anigiogénica da massa tumoral que néo
possibilita a dissipacdo do calor (JORDAN et al., 1999). Assim, a hipertermia representa um
fator eficaz para a destruicdo celular, especialmente para células em hipdxia, as necessitadas
de nutrientes e as que estejam em ambiente de baixo pH, caracteristicas comumente presentes
em tumores malignos (AKTAS et al., 2006). Vale ressaltar que numerosas aplicagdes clinicas
com aquecimento de tecido tém sido identificadas, incluindo reducdo da dor ou inflamacéo,
cicatrizacao de feridas, preservacao de 6rgdos e cirurgia térmica (STAUFFER, 2005).

A hipertermia pode ser alcancada, entre outros métodos por aplicacdo de laser,
microondas, radiofreqiiéncia, agulhas ferromagnéticas (YANASE et al., 1998) ou
administracio de substancias pirogénicas (BLASIAK; WIDERA; PERTYNSKI, 2003).
Embora essas técnicas possam ser eficazes no aumento de temperatura, podem apresentar
efeitos adversos indesejados, pela incapacidade de promover aquecimento uniforme por toda
a regido tumoral, além de atingirem também tecidos saudaveis (SHINKAI et al., 1999;
SUZUKI et al., 1999).

Esta dificuldade pode, entretanto, ser superada quando o aumento de temperatura é
induzido com o uso de nanoparticulas magnéticas (NPM). O uso das nanoparticulas
magnéticas (monodominios magnéticos) é preferivel as microparticulas (multidominios
magnéticos) porque as nanoparticulas magnéticas respondem mais eficientemente a campos
de frequéncia alternada aplicados externamente (LACAVA; MORAIS, 2004) onde
transformam a energia absorvida em calor por meio de diversos mecanismos fisicos
(NEILSEN, HORSMAN; OVERGAARD, 2001; MA et al., 2004), sendo, portanto, capazes
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de induzir aquecimento sitio-especifico em uma &rea desejada (CHATTERJEE et al., 2005).
Uma vez no tumor as NPM sdo endocitadas pelas células neoplasicas ou estdo associadas a
sua membrana e o aumento da temperatura induzira as células a destruicdo, enquanto a
maioria do tecido normal circunvizinho permanece ilesa (BACRI et al., 1997; WUST et al.,
2002).

O aquecimento sitio-especifico pode ser atingido de varias maneiras: (i) frequéncia e
amplitude de campo; (ii) caracteristicas das NPM: composicdo, diametro e suceptibilidade
magnética (BRUSENTSOV, 2004); (iii) uso de nanoparticulas magnéticas (NPM)
biocompativeis associadas a moléculas que as conduzam especificamente para as células
tumorais, como receptores ou anticorpos monoclonais que reconhecam proteinas da
membrana de células neoplasicas; (iv) uso de campo magnético estatico na regido tumoral ou
(v) pela injecéo intratumoral das NPM (YANASE et al., 1998).

Relatos da literatura tém mostrado que o uso de NPM para a hipertermia magnética,
ou magnetohipertermia, MHT, pode representar uma terapia eficiente contra o cancer (RAU
et al., 2000; VAN DER ZEE et al., 2000; YAN et al., 2005). Uma andlise critica mostra que
nanoparticulas magnéticas devem ser ferramentas adequadas para eliminagdo minimamente
invasiva de tumores de mama. Neste processo é explorado o fato das NPM absorverem a
energia de um campo eletromagnético alternado e a convertem em calor. O agquecimento
induzido € utilizado para eliminar o tumor, de preferéncia, sem a necessidade de
procedimento cirurgico. Esta abordagem estd em acordo com a atual tendéncia para
tratamentos menos invasivos, reduzindo a quantidade de tecido removido, particularmente
durante o tratamento de tumores pequenos de mama (HILGER, 2005). Ito et al., (2003)
obtiveram a completa regressdo de um carcinoma mamario de camundongo maior que 15 mm
por meio de exposicdes repetidas a um campo magnético.

Muitos sdo os tipos de materiais magnéticos que podem ser usados para gerar e
dissipar calor; entre eles, destacam-se as particulas superparamagnéticas (GUPTA; GUPTA,
2005).

1.2.1 Nanoparticulas Magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (NPM) constituem uma classe particularmente
interessante de material nanoestruturado. Ao serem dispersas em um liquido, suas

propriedades magnéticas serdo partilhadas por todo o liquido, permitindo que o mesmo seja
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conduzido para um alvo desejado por um gradiente de campo magnético. Respondem a um
campo magnético de frequéncia alternada (AC) por dissipacdo de calor. Além dessa aplicacao
na MHT, as nanoparticulas magnéticas podem ser usados em imagens de ressonancia
magnética nuclear, onde as nanoparticulas potencializam contraste da imagem e quando
associadas a anticorpos monoclonais, possibilitam a deteccdo precoce de micrometéstases;
podem também funcionar como sistema de entrega de drogas, onde as nanoparticulas
magnéticas transportam substancias que serdo entregues diretamente no tecido doente,
passando pelo sistema vascular sem provocar embolia dos vasos (DURAN; MATTOSO;
MORAIS, 2006; WANG et al., 2009;) direcionamento este que pode ser feito, por exemplo,
com o auxilio de um campo magnético externo.

Devido a estas propriedades e as suas dimensdes comparaveis as dos virus (20-500
nm), proteinas (5-50 nm) ou até mesmo de um gene (2 nm) (TARTAJ et al., 2005), oferecem
muitas possibilidades atrativas em biotecnologia. Uma delas, a de que quando administradas a
um ser vivo, se movimentam mais facilmente no interior e através dos tumores. De forma
geral, nanoparticulas magnéticas menores que 10 nm sdo rapidamente eliminadas pelos rins.
Porém particulas com diametro na faixa de 10 nm a 100 nm séo consideradas ideais para as
aplicacdes biomédicas (WANG et al., 2009), pois suas dimensdes sdo compativeis com
sistemas biologicos (KIM; RUTKA; CHAN, 2010), apresentando aspectos favoraveis a
biodistribuicdo, além de responderem adequadamente a campos magnéticos.

As NPM podem ser sintetizadas a partir de diferentes tipos de ferrita (M*? Fe,O., onde
M*? simboliza um metal), tais como ferrita de cobalto, manganés ou zinco (BARBOSA,
2008). Porém, para aplicacBes biomedicas, as NPM mais utilizadas sdo as compostas por um
nacleo de ferro que pode ser de magnetita (Fe3sO4) ou maghemita (y-Fe,O3;) (BERRY;
CURTIS, 2003; GUPTA; GUPTA, 2005). Nestas aplicacdes, as NPM precisam ainda ser
biodegradaveis, hemocompativeis e ndo toxicas, caracteristicas que podem ser atingidas por
seu recobrimento/ funcionalizagdo com moléculas como proteinas, ions, nucleotideos,
antibidticos, vitaminas ou anticorpos, evitando, assim, seu reconhecimento pelo sistema
mononuclear fagocitario.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado a biocompatibilidade de muitas amostras
magnéticas com o intuito de futuras aplicagdes biomédicas, especialmente para 0 uso na
MHT. Essas amostras magnéticas podem ter naturezas quimicas diferentes: magnetita
(GARCIA, 2002; FREITAS, 2002; CHAVES, 2002; LACAVA, 2002; BARBOSA, 2004;
SADEGHIANI, 2004), ferrita de cobalto (KUCKELHAUS, 2003; BARBOSA, 2008) e
maghemita (PORTILHO- CORREA, 2007; BRUGIN, 2007; ESTEVANATTO, 2008;
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SALDANHA, 2008), coberturas ou tamanhos distintos. Muitas destas amostras eram obtidas
na forma de fluidos magnéticos (GARCIA, 2002; FREITAS, 2002; CHAVES, 2002;
LACAVA, 2002; BARBOSA, 2004; SADEGHIANI, 2004), outras na forma de
magnetolipossomas, por meio do encapsulamento das nanoparticulas magnéticas em
lipossomas (KUCKELHAUS, 2003; BARBOSA, 2008), outras ainda na forma de polimeros
(ESTEVANATO, 2008; SALDANHA, 2008). Estes estudos possibilitaram o
desenvolvimento de amostra magnéticas cada vez mais biocompativeis e apropriadas para
aplicacdes na MHT.

Nesse sentido, nanoparticulas de maghemita (y-Fe,QO3), encapsuladas em polimeros de
albumina (PAM) seriam interessantes, pois além de apresentarem alta susceptibilidade
magnética sdo também altamente biocompativeis e, por conseguinte, com grande potencial
para aplicacdes biomédicas, seja como sistema entregador de farmacos ou no processo de
magnetohipertermia, procedimentos promissores na terapia do cancer (SALDANHA, 2007).
Vale lembrar que, a albumina é a proteina plasmatica mais abundante e tem como funcéo
fisiolbégica o controle da pressdo osmotica do sangue e o transporte, metabolismo e a
distribuicdo de varias substancias enddgenas, tais como: hormonios, aminoacidos, acidos
graxos, ions metalicos e drogas (HE; CARTER, 1992).

1.3 Terapia Fotodindmica

No que concerne ao outro método alternativo citado, a Terapia Fotodindmica — TFD —
vem sendo utilizada no tratamento de doencas desde a antiguidade (KENDALL; MORTON,
2003). Um dos primeiros experimentos de terapia fotodindmica descrito data de 1900, quando
Oscar Raab descreveu a acdo de corantes acridina associada a luz solar sobre Paramecium
Caudatum, demonstrando morte deste organismo unicelular sob essas condigdes (RAAB,
1900 apud Sibata et al., 2000). J& Von Tappeiner, em 1903, utilizou a aplicacdo topica do
corante eosina juntamente com exposicdo a luz, para o tratamento de cancer de pele
(SIMPLICIO, 2002). Na década de 50, estudos como os de Dougherty mostraram que uma
hematoporfirina quando irradiada com a luz vermelha poderia erradicar tumores mamarios de
camundongos (TRIESSCHEIJN et al., 2006). Em 1985, Hayata e colaboradores trataram um
carcinoma gastrico utilizando luz laser (PAVANI, 2006). A partir desta época, foram
desenvolvidos equipamentos de luz laser acoplados a fibra Optica que permitem o acesso da

luz por via endoscopica a inimeras regides do corpo humano.
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A TFD consiste na irradiacdo de uma substancia, fotossensivel, com luz em
comprimento de onda especifico; a absorcdo da luz por essa substancia fotossensibilizante na
presenca de oxigénio triplete desencadeia processos fotoquimicos que resultam na formacao
de espécies reativas de oxigénio. Essas espécies de oxigénio apresentam elevada reatividade
pelo fato de seus &tomos possuirem um nimero impar de elétrons.

Atualmente, a TFD ja € utilizada em fase clinica no tratamento de diversos tipos de
tumores (LI et al., 2006; MANG et al., 2006), em varios paises (DOUGHERTY et al., 1978;
KALKA et al., 2000; MARMUR et al., 2004), inclusive no Brasil (DE ROSA et al., 2000;
2003; PIERRE et al., 2001a; 2001b; THURCHIELLO et al., 2003). Desde 2006, nosso grupo
de pesquisa implantou um Servico de Terapia Fotodindmica em hospital publico de Brasilia
(HRAN- Hospital Regional da Asa Norte, Brasilia, DF) onde tém sido realizados testes
clinicos com TFD (KARST-PASSOS et al., 2011) Além disso, a TFD também vem sendo
aplicada no tratamento de patologias de carater cardiovascular, dermatoldgico, oftalmico e
microbiol6gico (SIMPLICIO et al., 2002). Vale salientar que, como terapia antineoplasica, a
TFD pode ser utilizada também em combina¢do com outras terapias convencionais.

Na terapia fotodindmica antineoplasica, o farmaco fotossensivel é administrado local,
topica ou sistemicamente ao paciente (MACHADO, 2000; SIBATA, 2000). Entretanto, essa
terapia e particularmente mais eficiente no tratamento de lesdes de facil acesso, como
canceres de pele ndo melanoma bem delimitados e superficiais. Contudo, no tratamento de
tumores internos, o farmaco fotossensibilizante deve ser administrado ao paciente por via
endovenosa, com o inconveniente de o paciente ndo poder expor-se a luz por horas ou até
mesmo por dias. Estes efeitos podem ser minimizados caso o farmaco fotossensivel seja
associado a uma molécula nanoestruturada, como nanoparticulas magnéticas recobertas com
polimeros, de maneira que o farmaco atinja mais facilmente a lesdo. Assim como podem ser
utilizadas na magnetohipertermia, as nanoparticulas magnéticas podem, também, ser
associadas a farmacos fotossensiveis e serem utilizados na TFD. Novos materiais obtidos pela
associacdo de particulas magnéticas com um farmaco fotossensibilizante tém sido
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Centro de Nanociéncia e Nanobiotecnologia da
UnB. Por poderem ser aplicados endovenosamente, estes materiais podem ser conduzidos
especificamente até ao tecido alvo com auxilio de um campo magnético externo ao
organismo. Uma vez no alvo, o calor pode ser utilizado para liberar a droga
fotossensibilizante  permitindo assim que sejam utilizados simultaneamente na

magnetohipertermia e na TFD.
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1.3.1 Fotossensibilizantes

Os fotossensibilizantes, FS, sdo substancias farmacologicamente inativas
caracterizados por sua habilidade de absorver luz visivel, interagindo fotogquimicamente com
moléculas de oxigénio localizadas na regido préxima a irradiada, gerando espécies reativas de
oxigénio que ao reagir com biomoléculas podem induzir processo inflamatdrio, necrético ou
apoptdético (OLIVEIRA, 2006).

Entre os FS de primeira geracdo destacam-se as hematoporfirinas e as porfirinas muito
utilizados na década de 60. O Photofrin, um preparado semi-purificado de hematoporfirina,
foi o primeiro fotossensibilizante a obter aprovacao para ser utilizado como coadjuvante no
tratamento de varios tumores em muitos paises. Apesar de essa substancia possuir varias
propriedades benéficas como a auséncia de toxicidade sistémica, alguns procedimentos
experimentais mostraram desvantagens em sua utilizacdo, como, por exemplo, a demora em
ser excretada pelo organismo, o que leva ao seu acimulo na pele, acarretando prolongada
sensibilidade e necessidade de evitar exposi¢do a luz por varias semanas (ORENSTEIN,
1996; MACHADO, 2000; MCDONALD; DOUGHERTY 2001). Outro fotossensibilizante de
primeira geracdo muito utilizado na TFD de doencas cutaneas € o acido 5-aminolevulinico,
ALA. O uso topico deste composto representa uma das técnicas mais populares de TFD em
dermatologia, devido ao fato de ndo induzir fotossensibilidade cutanea generalizada (KALKA
et al., 2000; MARMUR et al., 2004).

No intuito de diminuir os efeitos adversos das porfirinas e seus derivados, diversos
estudos tém sido realizados de forma a desenvolver fotossensibilizantes que sejam ideais para
as diferentes patologias. Para tanto, estes devem possuir toxicidade local baixa na auséncia de
luz e minima toxicidade quando administrado sistemicamente, absorvendo luz no
comprimento de onda que abrange o vermelho ou infravermelho préximo, para melhor
penetracdo nos tecidos (MULLER, 2006). Além disso, o FS ideal deve preferencialmente
acumular no tecido alvo, possuir fotossensibilidade n&o prolongada e ser liberado do
organismo de forma rapida (SIMPLICIO; MAIONCH; HIOKA, 2002; ALISSON, 2004).

Dentro desse contexto, outras familias de FS foram desenvolvidas e entre elas
destacam-se as ftalocianinas. Esta familia de FS faz parte de um grupo de fotossensibilizantes
que tem atraido atencdo por exibirem caracteristicas fotoquimicas muito interessantes. Esses
corantes, denominados de segunda geracdo, absorvem luz entre 630 a 700 nm e possuem

méxima penetracdo tecidual por apresentar propriedades para localizacdo tumoral e alta
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eficdcia como agente fotossensibilizador (FERREIRA et al., 2004; HAYWOOD-SMALL,
2006).

Entretanto, vale ressaltar que as propriedades fotofisicas das ftalocianinas, mais
favoréveis para aplicacdo em TFD, sdo dependentes do ion metal que compde sua estrutura
molecular. Assim, as ftalocianinas podem ser associadas a metais tais como zinco ou aluminio
e cloro, formando complexos de zinco-ftalocianina e cloro-aluminio-ftalocianina. Contudo,
esses complexos sdo insoluveis em agua ou solucdes fisiologicas e, assim, agregam-se
facilmente. Desse modo, para que as ftalocianinas sejam biocompativeis para as aplicacfes
bioldgicas elas devem ser preparadas em formulagfes sollveis em solugdes fisioldgicas
(LONGO, 2008). Um procedimento simples constitue em ligar a ftalocianina, de forma néo
covalente, & molécula carreadora, tal qual a albumina. E importante notar que as células
neoplésicas superexpressam receptores para a proteina albumina; essas células utilizam a
albumina, assim como outras proteinas plasmaticas, para a sua nutricdo (SIMIONI, 2006).
Desse modo, ocorre maior absorcdo do fotossensibilizador pelas células tumorais, além de se

evitar sua degradacdo no interior do organismo antes que atinja o sitio alvo.

1.3.2 Fontes de Luz utilizadas na Terapia Fotodindmica

A luz laser, cuja palavra vem do acronimo “light amplification by stimulated emission
of radiation”, ou seja, amplificacdo da luz por emissao estimulada de radiacdo, ¢ uma forma
de radiagdo n&o ionizante, altamente concentrada, que em contato com os diferentes tecidos
resulta, dependendo do tipo, em efeitos térmicos, fotoquimicos e ndo lineares (HENRIQUES,
et al., 2008; BRUGNERA, 1998). Ao contrario de outras formas de radiacdo usadas
terapeuticamente, essa irradiacdo € bem tolerada pelos tecidos por ndo ser invasiva
(HENRIQUES, et al., 2008), além de fornecer maior quantidade de luz possivel no méaximo
de absorcdo do fotossensibilizador, sem efeitos térmicos significativos (MACHADO, 2000).
Assim, o laser tem contribuido muito para o desenvolvimento da Terapia Fotodinamica
devido as suas caracteristicas: (a) monocromaticidade, onde a luz é composta por apenas um
comprimento de onda; (b) alta intensidade, o que permite estimular os niveis de energia das
moléculas do fotossensibilizador; (c) direcionamento, j& que o feixe de luz € composto por
fétons propagando-se na mesma direcdo e (d) coeréncia, por manter as ondas sincronizadas
(KURACHI, 2002; SOUZA, 2009).
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A laserterapia é classificada em dois sistemas quanto a poténcia dos equipamentos:
baixa (LPLT “Low Power Laser Therapy”) e alta poténcia (HPLT “Hight Power Laser
Therapy”), sendo que a diferenca entre eles depende do grau de excitabilidade que podera
causar no tecido alvo bioldgico. No de baixa intensidade, a poténcia média é de 30 a 100mV,
com modo de emissdo continuo e comprimento de onda que varia entre 630 a 904 nm. Neste
caso a excitabilidade é relativamente pequena, o que permite regular as fungdes fisiologicas
celulares, podendo apresentar efeito analgésico, antiinflamatério e biomodulador
(LIZARELLLI, 2005). Poréem, quando associado a uma molécula fotossensivel, tal laser tem a
propriedade de provocar morte celular pela producdo de espécies reativas de oxigénio,
caracterizando, assim, a Terapia Fotodinamica (KURACHI, 2002). No de alta poténcia, a
energia que o tecido recebe é tdo grande que pode provocar rompimento das ligacdes

quimicas por meio do corte, ablacao, coagulacédo e vaporizagcdo (SOUZA, 2009).

1.4 Justificativa

O aumento crescente da incidéncia de cancer e a necessidade de se desenvolver
terapias mais eficazes com o minimo de efeitos adversos tém suscitado a busca de tratamentos
alternativos. Entre estes, duas terapias promissoras sdo a magnetohipertermia e a terapia
fotodinamica, as quais demandam o desenvolvimento de novos materiais. Nosso grupo de
pesquisa tem investido na pesquisa de novos materiais em escala nanométrica que possam
realizar as duas terapias e que apresentam as caracteristicas de biocompatibilidade necessarias
para as aplicagdes biomédicas. Recentemente, uma amostra baseada em nanoesferas de
albumina foi sintetizada. A necessidade imprescindivel de se entender os mecanismos de acdo
de novos nanomateriais, e ainda investigar sua eficacia em realizar os procedimentos de
magnetohipertermia e terapia fotodindmica em animais portadores de tumor, justificam esta

pesquisa.
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1.5 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar efeitos bioldgicos e eficacia de materiais
nanoestruturados a base de nanoesferas de albumina para tratar tumor solido de Ehrlich por

magnetohipertrmia ou terapia fotodindmica

1.5.1 Objetivos especificos

() Desenvolver modelo tumoral baseado no tumor de Ehrlich adequado para a
realizacdo de magnetohipertermia e da terapia fotodinamica;

(if)  Investigar a eficiéncia de nanoesferas de albumina magnéticas no tratamento
do tumor sélido de Ehrlich por magnetohipertermia;

(iii)  Investigar a eficiéncia de nanoesferas de albumina contendo zinco-ftalocianina
tetrassulfonada no tratamento do tumor sélido de Ehrlich por terapia
fotodinamica;

(iv)  Comparar os resultados da terapia fotodindmica com os do quimioterapico

doxorrubicina, investigando possivel potencial sinérgico.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento experimental

A primeira etapa do estudo consistiu no desenvolvimento de um modelo animal
portador de tumor adequado para as investigacdes da eficiéncia de MHT e TFD ao se usar
nanoesferas de albumina magnéticas (PAM) e nanoesferas de albumina associada a agente
fotossensivel zinco-ftalocianina tetrassulfonada (PAF) respectivamente. Para tanto foi
necessario determinar, nos camundongos, uma regido apropriada para inocular as células
tumorais de Ehrlich na forma ascitica.

Na segunda etapa foi avaliada a eficiéncia da PAM em realizar a MHT pela exposic¢ao
dos animais tratados a um gradiente de campo magnético de freqiiéncia alternada.

Por fim, na terceira etapa foi avaliada a eficiéncia da PAF em realizar a TFD pela
exposicdo dos animais a uma fonte de luz com comprimento de onda de 670 nm. Um grupo

de animais tratados com o quimioterdpico doxorrubicina foi acrescentado a esta etapa.

2.2 ETAPA| - Desenvolvimento do modelo tumoral - Local de aplicagdo das células
tumorais

2.2.1 Manutencédo do tumor de Ehrlich

Para a realizacdo deste trabalho utilizamos células tumorais de Ehrlich (EHRLICH;
APOLANT, 1905) segundo procedimentos previamente executados em nosso laboratorio
(BARBOSA, 2008; SADEGHIANI, 2008). A manutencdo do tumor foi feita por meio do
transplante de células tumorais retiradas de um animal portando a neoplasia (Figura 1- A), na
quantidade de 10° e inoculadas diretamente no periténio do camundongo receptor (Figura 1-
B), procedimento que resultava na formacdo do tumor ascitico em periodo de até sete dias
(SIGIURA, 1965).
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Figura 1: Manutencdo do tumor de Ehrlich. (A) camundongo portador de tumor ascitico de Ehrlich. (B)
camundongo receptor sendo inoculado com 100 pL de tumor ascitico de Ehrlich.

2.2.2 Local de aplicacédo das células tumorais

Tamanho e localizagdo do tumor sdo dois aspectos importantes abordados no
desenvolvimento do modelo tumoral utilizado. O tumor de Ehrlich quando implantado em
animais na quantidade de 10° cresce de maneira muito réapida, possibilitando iniciar o
tratamento poucos dias ap6s a inoculacdo das células tumorais. Porém, para utilizd-lo como
modelo experimental, € interessante que o tumor seja menor que 5 mm, pois dimensGes
maiores dificultam o éxito do tratamento pelo fato do tumor ser muito agressivo.

No que tange ao local de desenvolvimento do tumor no animal, a primeira regido
escolhida para a inoculacdo das células tumorais foi o0 dorso dos animais, pelo fato de ser um
local de facil acesso para aplicacdo e também por ja ter sido utilizado previamente em estudos
do tratamento de tumor de Ehrlich (SADEGHIANI, 2008). Para tanto, foram inoculados 40
uL do liquido ascitico peritoneal, contendo 5,5 x 10* células tumorais. Foi constatado, logo
nos primeiros dias, que este local apresentava alguns inconvenientes para avaliar as medidas
do tumor, pois a pele e os pélos, mesmo apos tricotomia, dificultavam a visualizacdo e
percepgdo do tumor no dorso dos animais. Como ndo existia crescimento padrao do tumor
entre os animais da linhagem Swiss, era necessario tatear o local inoculado todos os dias a fim

de se detectar o “nddulo” e com ajuda de um paquimetro, fazer suas medidas, até que as
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mesmas fossem consideradas as ideais para iniciar os tratamentos. Desta forma, as coletas
aconteciam sem a certeza do tamanho do tumor e na hora da coleta observavamos, com
frequéncia, que tumores aparentemente pequenos, haviam na verdade enraizado no musculo
ou se espalhado pelo dorso.

Em consequéncia, o segundo local escolhido para a implantacdo do tumor ascitico de
Ehrlich, foi a cabega (Figura 2- A). Nesta localizacdo, percebemos que ao aplicarmos as
células tumorais, na mesma quantidade inoculada no dorso, formava-se um pequeno “nédulo”
e 24 horas apds, 0 mesmo continuava ndo espalhado. Como se pretendia que a terapia fosse
realizada em tumor sélido, alguns animais foram sacrificados 24 e 48 horas apés a inoculacdo
das células tumorais. Os resultados histol6gicos mostraram que os tumores implantados ha 24
horas apresentavam-se ainda liquidos em algumas regides. Porém, as analises histologicas
revelaram que apos 48 horas, 0s mesmos estavam solidos e com dimensdes entre 3 a 5 mm,
ideais para serem tratados. Em seguida foram feitos alguns outros testes preliminares para
testar se a regido da cabeca seria, realmente, adequada para receber os dois tratamentos, MHT
e TFD. Os estudos com MHT nesta regido foram adequados. Porém, para o tratamento com
TFD, ndo observamos diferencas entre as varias exposic¢oes ao laser, sugerindo, assim, que 0
local da inoculacdo das células tumorais para posterior terapia fotodindmica ndo estava
adequado. Mesmo sem ter certeza dos motivos pelos quais a TFD ndo tenha sido efetiva,
percebemos que a pele, devida a sua espessura, poderia ter dificultado a penetragdo do laser.
Por esta razdo, buscamos um local mais propicio, onde o laser pudesse penetrar com mais
facilidade.

O terceiro local testado para a implantagdo das células de Ehrlich foi a orelha (Figura
2- B). Apos a inoculacdo das células tumorais nesta regido, percebemos o mesmo “ndédulo” de
células tumorais da regido da cabeca, evidenciando sua implantacdo. Porém, devido a
dificuldade em inocular um volume de 40 puL em uma regido tdo fina e de area limitada como
a da orelha, optamos por diminuir o volume tumoral, inoculando na orelha dos animais, 10 ou
20 pL de células tumorais contendo, respectivamente, 1,37 x 10* e 2,75 x 10* células. Apés a
inoculacdo das células, deixamos os animais sobreviverem por 40 dias e, ap0s esta data,
observamos que o crescimento tumoral dos animais inoculados com 20 pL foi de 100%,
enguanto nos animais inoculados com 10 pL houve somente 25% de crescimento. Com base
nesses dados, decidimos utilizar indculos de 20 pL de células tumorais nos experimentos.
Nestes, a linhagem dos camundongos também foi feita com camundongos Swiss, nédo

iSogénicos.
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Como j& sabiamos que deveriamos iniciar os tratamentos com o tumor solido, ou seja,
48 horas apds a inoculagéo, o desafio era saber se a pele da orelha ndo seria um obstaculo para
a penetracdo do laser. Os testes com a TFD revelaram necrose clinica maior nos animais
tratados com a amostra PAF quando comparados aos animais controle. Com base nessas
informacdes, decidimos desenvolver o trabalho utilizando a orelha como local de aplicacéo

das células tumorais nos testes da amostra PAF.

Figura 2: Camundongos da linhgem Swiss portando tumor de Ehrlich- (A) na cabeca; (B) na orelha.

2.3 ETAPAII - Investigacdo da Magnetohipertermia (MHT)

2.3.1 Amostra

A amostra nanoestruturada utilizadas neste trabalho consistem em nanoesferas de
albumina magnéticas contendo nanoparticulas de maghemita, denominadas PAM. As
nanoparticulas de maghemita provém de uma amostra de fluido magnético iénico sintetizada
no Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia (UnB), DF, por Bruno M. Lacava, sob
orientacdo do Prof. Doutor Paulo César de Morais. A amostra de nanoesferas de albumina
PAM foram preparadas sob a responsabilidade do Prof. Doutor Anténio Claudio Tedesco do
Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina do Departamento de Quimica da FFCLRP (USP), em
Ribeirdo Preto, SP.
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2.3.2 Caracterizacdo da amostra PAM por Microscopia Eletronica de Transmissao

Para a obtencdo do diametro da amostra PAM e das nanoparticulas contidas na
amostra, aliquota foi diluida 1000 vezes em &gua destilada e colocada sobre telas de
microscopia eletrénica recobertas com Formvar. Apds secarem por duas horas, as telas foram
analisadas e fotomicrografadas em um microscopio eletrénico JEOL 100CXIl. Os diametros
das particulas magnéticas foram obtidos por analise em computador, utilizando-se o programa
ImagePro 4.0. A distribuicdo de didmetro das particulas foi realizada utilizando-se o melhor
ajuste de distribuicdo lognormal (LACAVA et al., 2000).

2.3.3 Equipamento eletromagnético

O aparelho para gerar campo magnético alternado utilizado para a magnetohipertermia
foi desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (Patente: PI 0204433-1) e opera a 1MHz com

400e de amplitude de campo.

2.3.4 Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss, nédo
isogénicos, com 12 semanas de idade, pesando 32,87 + 3,95 g, fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica - CEMIB - da Universidade de Campinas, SP
(Figura 3). Durante a fase experimental, os animais foram alojados em gaiolas plasticas (8
animais/gaiola) forradas com serragem, com acesso livre a comida e agua filtrada. Essas
gaiolas, por sua vez, eram armazenadas em estantes ventiladas a temperatura ambiente, com
ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas, no biotério do Laboratorio Nanogen. Todos o0s
procedimentos realizados nesta pesquisa estdo em acordo com o Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA/63, Instituto de Biologia/ Universidade de Brasilia).
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Figura 3: Camundongos fémeas da linhagem Swiss.

2.3.5 Anestésicos

Para a realizacdo dos experimentos, em acordo com o método descrito por Miranda-
Vilela et al. (2011), os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina, ambos obtidos
como cloridrato. Ketamina, vendida como Dopalen 100 mg / mL, foi obtida a partir da Ceva
Animal Health Ltd (S&o Paulo, Brasil) e Xilazina (20mg/ml Coopazine ®) da Coopers (Séo
Paulo, Brasil). Os animais foram anestesiados por uma administracdo intraperitoneal de
Ketamina (80 mg / kg) e Xilazina (10 mg / kg), ambos na mesma seringa, na dose final de
0.1mL/30g.
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2.3.6 Grupos experimentais para tratamento com a MHT

Os grupos experimentais foram divididos em: controle 2 dias (n=3), animais que
permaneceram com tumor durante 48 horas e sem tratamento; controle 5 dias (n=3), animais
que permaneceram com tumor durante 5 dias e sem tratamento; controle 11 dias (n=3),
animais que permaneceram com tumor durante 11 dias e sem tratamentos; controle PAM1x
animais com tumor tratados com uma aplicacdo da amostra PAM durante 3 dias consecutivos
(n=2); controle PAM2x animais com tumor tratados com duas aplicacdes da amostra PAM
durante 3 dias consecutivos (n=2); controle PAM3/3 animais com tumor tratados com uma
aplicacéo da amostra PAM de 3 em 3 dias (n=2); controle AC1x animais com tumor tratados
com uma aplicacdo do campo eletromagnético durante 3 dias consecutivos (n=3); controle
AC2x animais com tumor tratados com duas aplicacdes do campo eletromagnético durante 3
dias consecutivos (n=3); controle AC3/3 animais com tumor tratados com uma aplicacdo do
campo eletromagnético de 3 em 3 dias (n=3); MHT1x animais com tumor tratados com uma
aplicacdo da amostra PAM e submetidos a MHT durante 3 dias consecutivos (n=3); MHT2x
animais com tumor tratados com duas aplicacGes da amostra PAM e submetidos a MHT
durante 3 dias consecutivos (n=3); MHT3/3 animais com tumor tratados com uma aplicacao
da amostra PAM e submetidos a MHT de 3 em 3 dias (n=3).

O tempo de exposigdo ao tratamento, bem como o dia do sacrificio dos animais, por

deslocamento cervical, estdo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4: Cronograma experimental da MHT. Todos os tratamentos foram iniciados dois dias apés a inoculagdo
das células tumorais. O grupo MN1x recebeu tratamentos de MHT um vez ao dia durante trés dias consecutivos.
O grupo MN2x recebeu tratamento de MHT duas vezes ao dia durante trés dias consecutivos. O grupo MN 3/3
recebeu tratamento de MHT uma vez ao dia, de trés em trés dias. O sacrificio dos animais dos grupos MN1x e
MN2x ocorreu 24 horas apés o Ultimo tratamento, enquanto no grupo MN3/3 ocorreu trés dias apds o Ultimo
tratamento.

2.3.7 Tratamento com amostra nanoesferas de albumina magnéticos (PAM)

Animais foram tratados por injecdo intratumoral de 40 puL de PAM, na regido da
cabeca, contendo 1,2 x 10™ nanoparticulas/mL de PAM. A aplicagdo da amostra foi realizada
48 horas apés a inoculacdo das células tumorais. Para os animais que foram submetidos a

MHT, a amostra PAM foi inoculada uma hora antes da exposi¢do ao campo.

2.3.8 Exposicdo ao campo AC

Os animais foram submetidos a um gradiente de campo magnético de frequéncia

alternada por 10 minutos gerado pelo equipamento descrito no item 2.3.1. Parte deles foi
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tratado com PAM uma hora antes da exposicdo ao campo AC para a realizagdo do

procedimento da magnetohipertemia (Figura 5).

Figura 5: Camundongo inoculado com PAM na regido da cabeca, recebendo o campo eletromagnético
de frequiéncia alternada para a realizacdo da magnetohipertermia.

2.3.9 Anadlise histolégica dos tumores apds tratamento com MHT

Tumores foram removidos cirurgicamente e fixados em formol 10% por 24 h,
transferidos para etanol 70%, incluidos em parafina usando um processador automatico de
tecidos (OMA ® DM-40, Séo Paulo, Brasil), cortados a 5 um de espessura em micrétomo
Leica RM2235 manual (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha) e corados com
hematoxilina-eosina (HE) para andlise histol6gica (microscopia de luz). Um total de 5 secBes
histologicas, com 100 mM de distancia entre os cortes, foi analisado por amostras de cada

tumor.

2.4 ETAPAIII - Investigacdo da Terapia Fotodindmica
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24.1 Amostra

A amostra nanoestruturada utilizadas nesta etapa consiste em nanoesferas de albumina
associadas a zinco-ftalocianina tetrassulfonada como agente fotossensibilizador (PAF). Sua

sintese esta descrita no item 2.3.1.

2.4.2 Caracterizacdo da amostra PAF por Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A caracterizacdo da amostra PAF esta descrita no item 2.3.2.

2.4.3 Equipamento — Luz laser

O laser utilizado para a terapia fotodinamica é da marca BWF light source-Techin. O
comprimento de onda de emissdo é de 670 nm e a poténcia é de 80 mw.

2.4.4 Animais

Os animais utilizados para realizar o tratamento com a TFD estdo descritos no item
2.3.4.

2.45 Anestésicos

Os anestésicos utilizados para os procedimentos com 0s animais estdo descritos no
item 2.3.5.

2.4.6 Grupos experimentais para tratamento com a TFD

Os grupos experimentais foram divididos em: A, B e C. Dentro do grupo A havia 0s

subgrupos: (1) Controle (n=8): animais saudaveis que ndo receberam qualquer tipo de
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tratamento; (2) Tumor (n=8): animais com tumor e que ndo receberam tratamento; (3) PAF
(n=8): animais com tumor, inoculados com PAF via intratumoral; (4) Laser (n=8): animais
com tumor, submetidos ao laser; (5) TFD (n=8): animais com tumor que foram inoculados
com PAF via intratumoral e submetidos ao laser, ou seja, animais que receberam a terapia
fotodindmica; (6) Tumor dx (n=8): animais com tumor, inoculados, via intratumoral,
doxorrubicina; (7) PAF dx (n=8): animais com tumor, inoculados com PAF e doxorrubicina,
via intratumoral; (8) Laser dx (n=8): animais com tumor, inoculados com doxorrubicina e
submetidos ao laser; (9) TFD dx (n=8): animais com tumor que foram inoculados com PAF e
doxorrubicina, ambos via intratumoral, submetidos ao laser, ou seja, animais que receberam a
terapia fotodindmica juntamente com o quimioterapico doxorrubicina.

Para os grupos B e C, havia os subgrupos: (1) Controle (n=8): animais saudaveis que
ndo receberam qualquer tipo de tratamento; (2) Tumor (n=8): animais com tumor e que ndo
receberam tratamento; (3) PAF (n=8): animais com tumor, inoculados com PAF via
intratumoral; (4) Laser (n=8): animais com tumor, submetidos ao laser; (5) TFD (n=8):
animais com tumor que
foram inoculados com PAF via intratumoral e submetidos ao laser, ou seja, animais que
receberam a terapia fotodinamica.

Para um maior esclarecimento, a Tabela 1 resume 0Ss grupos e subgrupos

experimentais.
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Tabela 1: Grupos e subgrupos experimentais dos animais tratados com TFD, com n=8 para
cada subgrupo.

Grupos Experimentais

A B C

C-A C-B C-C
T-A T-B T-C
PAF-A PAF-B PAF-C
L-A L-B L-C
TFD-A TFD-B TFD-C
Tdx-A

PAFdx-A

Ldx-A

TFDdx-A

Grupos e subgrupos experimentais dos animais tratados com TFD, com n=8 para cada subgrupo. C: animais
saudaveis que ndo receberam qualquer tipo de tratamento; T: animais com tumor e que nao receberam
tratamento; PAF: animais com tumor, inoculados com PAF via intratumoral; L: animais com tumor, submetidos
ao laser; TFD: animais com tumor que foram inoculados com PAF via intratumoral e submetidos ao laser, ou
seja, animais que receberam a terapia fotodindmica; Tdx: animais com tumor, inoculados, via intratumoral,
doxorrubicina; PAFdx: animais com tumor, inoculados com PAF e doxorrubicina, via intratumoral; Ldx: animais
com tumor, inoculados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx: ): animais com tumor que foram
inoculados com PAF e doxorrubicina, ambos via intratumoral, submetidos ao laser, ou seja, animais que
receberam a terapia fotodindmica juntamente com o quimioterapico doxorrubicina.

O tempo de exposicao ao tratamento, bem como o dia do sacrificio dos animais estdo
ilustrados abaixo, na Figura 6. No momento da coleta, os animais foram mortos por

deslocamento cervical.
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Figura 6: Cronograma experimental da TFD. Todos os tratamentos foram iniciados dois dias ap6s a inoculagdo
das células tumorais e todos eles foram realizados de 3 em 3 dias. Os grupos A e B receberam 3 tratamentos e 0
grupo C recebeu 5 tratamentos. O sacrificio dos animais dos grupos A e C ocorreu 24 horas apés o Ultimo
tratamento, enquanto no grupo B, o mesmo foi feito 7 dias ap6s o tratamento.

2.4.7 Tratamento com amostra nanoesferas de albumina contendo zinco-ftalocianina
tetrassulfonada (PAM)

Animais foram tratados por injecdo intratumoral de 20uL de PAF, na regido da orelha

(Figura 7), na concentracdo de 0,5 mM de agente fotossensibilizador. A aplicacdo da amostra

foi realizada 48 horas apds a inoculacdo das células tumorais. Para os animais que foram

submetidos a TFD, a amostra PAF foi inoculada 5 minutos antes da exposicéo ao laser.

Figura 7: camundongo recebendo aplicacdo de células tumorais de Ehrlich na regido da orelha.
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2.4.8 Tratamento com Quimioterapico Doxorrubicina

A doxorrubicina (DX), cujo nome comercial é antraciclina, € um antibidtico
comumente utilizado no tratamento de um amplo espectro de tumores (MITRA, 2001).

Para validacdo da TFD e verificar possiveis efeitos sinérgicos/antagdnicos, parte dos
animais do grupo A foram chamados grupo A+doxorrubicina (ver item 2.9.1) e receberam 10
uL correspondendo a 20 mg/m? de quimioterapico via intratumoral, logo apés a administracido

da PAFou antes da exposi¢do a luz de 670 nm, também no mesmo local.

2.4.9 Exposicdo ao Laser

Animais foram submetidos a luz de comprimento de onda de 670 nm por 20 minutos e
parte deles foi tratado com PAF 5 minutos antes da exposicdo ao laser para testar o
procedimento de terapia fotodinamica (Figura 8).

A escolha da fonte de luz no vermelho ou no vermelho préximo é para que a radiagdo
penetre efetivamente no tecido neoplasico, ja que emissdes abaixo de 600 nm sdo absorvidas
por cromdforos bioendogénicos e/ou espalhadas pelos tecidos, o que torna a fotoxidacéo
apenas superficial (RIBEIRO, 2007).

Figura 8: Camundongo inoculado com PAF na regido da orelha, recebendo o laser para a realizagdo da terapia
fotodinamica.
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2.4.10 Observacdes clinicas dos animais tratados com TFD

Durante os procedimentos experimentais e logo apds o sacrificio dos animais, foram
feitas observagdes para identificar, macroscopicamente, o aspecto tumoral bem como a area
de necrose. Estas observagdes e 0s outros testes realizados a seguir estdo sumarizados na
Tabela 2.



Tabela 2: Métodos usados para avaliacdo dos efeitos de PAF no tratamento do tumor de

Ehrlich pela TFD.

Avaliacao dos efeitos da PAF no tratamento de TFD

Hemograma completo

Bilirrubina total
Bilirrubina direta
Bilirrubina indireta

Aspartato aminotransferase (AST)

Bioquimica Alanina aminotransferase (ALT)
Gama glutamiltransferase (GGT)
Fosfatase Alcalina
Fosfatase creatinina
Uréia
Tumor

Histologia Figado
Rim

Morfometria

Necrose do tumor

Observagdes Clinicas

Peso

Desenvolvimento do tumor

Controle da atividade tumoral

Doxorrubicina
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2.4.11 Ensaios hematoldgicos e bioquimicos ap6s tratamento com TFD

De animais devidamente anestesiados, amostras de sangue (1 mL) coletado por pungéo
cardiaca, foram utilizadas para realizar hemograma completo e dosagens bioquimicas
(executados em parceria com o Sabin - Laboratério Clinico) de bilirrubina total, bilirrubina
direta, bilirrubina indireta, aspartato aminotransferase (AST) também chamada de
transaminase glutamico oxalacética (TGO), alanina aminotransferase (ALT) também chamada
de transaminase glutdmico pirdvica (TGP), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase
alcalina fosfatase creatinina e uréia.

Parte do sangue retirado dos animais para fazer o hemograma foi colocada em
microtubos contendo EDTA como anticoagulante e processada em um analisador
hematoldgico automatizado para uso veterinario, Sysmex Poch-100iV Diff (Curitiba / Parana,
Brasil), calibrado para ratos. A outra parte foi usada para a confecgdo do esfregaco sanguineo.
Analises bioquimicas de soro foram executadas no analisador quimico automatizado ADVIA
2400 (Siemens), utilizando os reagentes quimicos adequados Advia e protocolos. Bilirrubina
total, fracGes de bilirrubina e creatinina foram determinados por métodos colorimétricos;
GGT por um método colorimétrico cinético; uréia por método enzimatico colorimétrico, e
AST, ALT e fosfatase alcalina, por métodos cinéticos otimizados. A eutanasia dos animais foi

realizada por deslocamento cervical.

2.4.12 Observacdes clinicas dos tumores e analise histoldgica apos tratamento com TFD

Tumores, figado e rins foram removidos cirurgicamente. Largura, comprimento e
espessura dos tumores foram medidos utilizando um paquimetro digital e seu volume foi
calculado de acordo com Yanase et al. (1998). Posteriormente, os tumores e 0s 6rgaos foram
fixados em formol 10% por 24 h, transferidos para etanol 70%, incluidos em parafina usando
um processador automatico de tecidos (OMA ® DM-40, S&o Paulo, Brasil), cortados a 5 (m
de espessura em microtomo Leica RM2235 manual (Leica Microsystems, Nussloch,
Alemanha) e corados com hematoxilina-eosina (HE) para andlise histoldgica (microscopia de
luz). Um total de 5 sec¢des histologicas, com 100 mM de distancia entre os cortes, foi
analisado por amostras de cada tumor. Todos os cortes histoldgicos foram fotografados e as
areas de necrose do tumor foram quantificadas por um software para analise de imagens

(Image Pro Plus 5.1, Media Cybernetics).
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2.4.13 Andlise estatistica para os animais tratados com TFD

A analise estatistica foi realizada usando o SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 15.0. Os dados foram expressos como média = EPM (erro padrdo da media)
e os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As varidveis
continuas foram testadas para a distribuicdo normal com Shapiro-Wilk. Para o peso do corpo
dos animais, as diferencas entre os grupos foram verificadas por ANOVA, e as diferengas em
outras variaveis foram investigadas por ANOVA ou Kruskal-Wallis (quando os dados nédo
apresentavam distribuicdo normal). Para obter resultados significativos, ANOVA, teste post-
hoc de Bonferroni foi escolhido para a realizagdo de 2 para duas comparagOes entre oS
tratamentos. Para obter resultados significativos Kruskal-Wallis, Mann-Whitney foi realizado
para verificar diferencas entre os tratamentos (comparacéo 2 a 2).

Para a analise morfométrica do tumor, as areas de necrose foram quantificadas em
imagem ProPlus 5,1 software, onde a média e desvio padrdo do percentual de area de necrose
foram calculados por grupo de tratamento. Um total de oito animais foram incluidos por

subgrupo experimental.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizagao das amostras

3.1.1 Determinacdo do didmetro da amostra PAM (nanoesferas de albumina magnéticas)

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi utilizada para determinar o
didmetro da amostra PAM bem como das nanoparticulas de maghemita presentes nesta

amostra, como ilustra a (A e B) Figura 9:

Figura 9: Fotomicrografia da amostra PAM. (A) Fotomicrografia eletrdnica das nanoesferas de albumina e (B)
nanoparticulas de maghemita presentes na amostra PAM. MET realizada por Leandro Carlos Figueiredo e por
Déhora de Oliveira Cintra e Silva.

A distribuicdo lognormal dos didmetros mostrou que a amostra PAM apresenta
diametro médio de aproximadamente de 73 nm com desvio padrdo de aproximadamente 0,37,
como mostra a Figura 10. O didmetro médio das NPs de meghemita é de aproximadamente

8,9 nm com desvio padrdo de aproximadamente 0,25.
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Figura 10: Histograma do didametro médio das nanoesferas de albumina magnéticos (PAM) obtidos por MET.

3.1.2 Determinacdo do diametro da amostra PAF (nanoesferas de albumina associadas a
zinco-ftalocianina tetrassulfonada)

Para determinar o diametro da amostra PAF a microscopia eletrdnica de transmissdo
(MET) foi utilizada e a distribuicdo lognormal dos diametros mostrou que a amostra PAF
apresenta didmetro médio de aproximadamente de 452 nm. A amostra PAF foi também

analisada em microscopia de varredura, como mostra a figura Figura 11.
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Figura 11: Fotomicrografia eletronica de varredura das nanoesferas de albumina associadas a zinco-
ftalocianinas presentes na amostra PAF.

Para obtermos uma maior eficiéncia no tratamento da terapia fotodindmina, a

intensidade de fluorescéncia foi medida, como mostra a Figura 12:

i
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Figural2: intensidade de fluorescéncia da amostra PAF.
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3.2  Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich prolifera recoberto pelas camadas do tecido subcutaneo que
incluem a porcdo de tecido epitelial, removida durante a disseca¢do dos tumores, por fibras
musculares tipicas da espécie e pelo tecido subcutdneo que inclui uma porcao de tecido
conjuntivo propriamente dito e uma fina camada de tecido adiposo.

Por apresentar uma capacidade proliferativa alta, identificada pela grande quantidade
de figuras mitéticas, o tumor de Ehrlich apresenta focos de necrose em meio ao tecido
tumoral viavel. Esses focos de necrose centrais sdo tipicos de tecidos tumorais
hiperproliferativos, conseqiiéncia da diferenca entre a alta proliferacdo tumoral e a formacéo
de novos vasos que ndo acompanha 0 mesmo ritmo de crescimento neoplasico. Mesmo nos
tumores controle, a quantificacdo das areas tumorais foi observada em todos os tumores
experimentais, sendo o aumento da propor¢do de necrose tumoral identificada como uma
consequiéncia dos diferentes tratamentos experimentais.

As areas de necrose tumoral foram identificadas morfologicamente por caracteristicas
morfoldgicas e de coloracéo, que incluem: (1) auséncia de nucleos, ou cariolise, decorrente da
degeneracdo das estruturas nucleares; (2) aspecto granuloso das estruturas celulares,
identificado pela auséncia de limites citoplasmaticos precisos, formando uma massa tecidual
granulosa e homogénea; (3) forte eosinofilia e auséncia de coloracdo pela hematoxilina,

decorrente da degeneragéo nuclear e dos ribossomos citoplasmaticos (Figura 13).
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Figura 13: Fotomicrografias do tumor de Ehrlich transplantado em subcutédneo de camundongo. Em (A) o
aspecto geral do tumor recoberto externamente pelas camadas musculares (M) e tecido adiposo (A) do tecido
cutaneo. Na micrografia observa-se o tumor viavel (T) e focos de tecido tumoral necrético (N). Em (B) e (C)
observa em maio detalhe o aspecto do tumor de Ehrlich (T), com grande presenca de figuras mitdticas (setas).
Em (C) observa-se o limite entre o tecido tumoral vidvel (T) e necrético (N). Em (D) o aspecto de necrose
tecidual (N) caracterizado pela auséncia de nucleos, eosinofilia, aspecto granuloso sem os limites

citoplasmaticos definidos. Em detalhe fibras nervosas em degeneragdo em meio a massa tumoral necrética.
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A Figura 14, abaixo, representa a descricdo do método de quantificacdo das areas de

necrose realizada por um software imagem ProPlu 5.1.

Figura 14: Descricdo do método de quantificacdo das areas com necrose de cortes histolégicos de tecido
tumoral. Em (A) fotomicrografia apresentando tecido tumoral viavel (V); area de necrose tecidual (N) e o tecido
subcuténeo (SC). Em (B) a marcacédo grafica das areas de tecido tumoral (marcada em amarelo); e a regido de
necrose tecidual (marcada em azul) contida no centro da area tumoral.

3.3 Resultados da MHT

A eficacia da magnetohipertermia foi determinada pela intensidade de necrose
induzida pelo tratamento por meio de analises morfoldgicas. O grau de necrose foi
classificado como: (-), (+), (++), (+++), (++++), que correspondem, respectivamente, a 0%, 1-
25%, 26-50%, 51-75%, 76-100% de &rea do tumor necrosada. Os resultados estdo relatados
no artigo Investigation of a magnetohyperthermia system efficacy publicado na revista
Journal of Applied Physics 109, 07B307, 2011.

Conforme Tabela 3 abaixo, os animais do grupo controle (C), sem tratamento,
apresentaram necrose que aumentava proporcionalmente ao desenvolvimento do tumor. A
exposicdo ao campo magnético (AC) ndo alterou o padrdo de necrose tipica dos animais do

grupo controle.
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Por outro lado, a administracéo das nanoesferas de albumina magnéticas (PAM), por si
s0, acelerou o processo de necrose. Esta foi particularmente mais intensa ap0s seis aplicacdes
com a amostra (PAM3 e PAM4), induzindo grau de necrose de aproximadamente 80%.

A MHT realizada uma vez ao dia, durante trés dias consecutivos (MHT1-MHT3)
induziu um padrdo de necrose semelhante aos respectivos controles. Entretanto, a MHT
realizada duas vezes ao dia durante trés dias consecutivos (MHT4-MHT®6) resultou na necrose
mais intensa observada neste estudo, tendo dois dos animais apresentados praticamente 100%

de necrose, com rarissimas areas de células viaveis.



Tabela 3: Efeitos da magnetohipertermia realizada com a amostra PAM sobre a necrose

tumoral.
Com tratamento Tratamentos
CONTROLE
2° dia* Cl(+) - -
C2 () - -
C3 (++4) - -
Controle Controle MHT
5°dia* PAM AC (PAM+AC)
PAML (+++) AC1(+) MHT1 (++)
1x PAM2 (-) AC2 (-) MHT2 (++)
AC3 (++) MHT3 (++)
C4 (+
5°dia* )
C5 (++) PAM3 (++++) AC4 (+++) MHT4 (++++)
C6 (+++) 2x PAMA4 (++++) AC5(-) MHT5 (+++)
ACB (++) MHT6 (++++)
11° di C7 (+++4) PAMS (+++)  AC7 (++++) MHT7 (++++)
ia*
C8 (++++) 3/3 PAMSG (+++) AC8 (++++) MHT8 (++++)
C9O (+++) AC9 (++++) MHT9 (++++)
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# dias da coleta das células tumorais apds implantagdo do tumor; Grupo controle sem tratamento (C1-9); PAM
(PAM1-PAMG6) animais tratados com as nanoesferas de albumina magnéticas; AC (AC1-AC9) animais
submetidos ao campo eletromagnético de freqiiéncia alternada; MHT (MHT1-MHT9) animais submetidos a

MHT.

3.4 Resultados da terapia fotodinadmica do grupo A

Os experimentos deste grupo foram realizados com a intencdo de se verificar se a

amostra PAF é eficiente na realizacdo da terapia fotodindmica (TFD) quando aplicada por trés

vezes em intervalos de trés dias, perfazendo um total de nove dias experimentais. Este grupo

também teve como objetivo comparar os resultados da TFD com os de um quimioterapico

classico, a doxorrubicina, e verificar se essa droga poderia funcionar como um adjuvante no



56

tratamento da TFD, causando maior destrui¢cdo no tecido tumoral. Assim, aos experimentos
do grupo A (T-A, PAF-A, L-A e TFD-A) foi adicionada uma injecdo intratumoral de
doxorrubicina (Tdx-A, PAFdx-A, Ldx-A e TFDdx-A), de trés em trés dias, perfazendo um

total de nove dias experimentais.

3.4.1 Observacdes clinicas

3.4.1.1 Peso dos animais

A avaliacdo do peso dos animais realizada no periodo experimental de 9 dias mostrou
que a implantagdo do tumor de Ehrlich (T-A) e os seus subsequentes tratamentos sem adigédo
de doxorrubicina (PAF-A, L-A e TFD-A) ou conjugados a esse quimioterapico (Tdx-A,
PAFdx-A, Ldx-A e TFDdx-A) ndo alteraram significativamente este parametro (Figura 15).

Peso dos Animais

40

35 4
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25 1
£ 20 -
15 |
10 1
5 |
o4

PAF-A TFD-A Tdx-A PAFdx-A Ldx-A TFDdx-A

Grupos

Figura 15: Peso dos animais no 9° dia experimental. C-A: animais saudaveis; T-A: animais com tumor que ndo
receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-A: animais com tumor tratados com PAF; L-A: animais com tumor
submetidos ao laser; TFD-A: animais que foram submetidos a terapia fotodinamica.Tdx-A: animais com tumor
tratados com doxorrubicina; PAFdx-A: animais com tumor tratados com PAF e doxorrubicina; Ldx-A: animais
com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx-A: animais com tumor tratados com
doxorrubicina e submetidos a terapia fotodindmica. barra indica erro padréo.
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3.4.1.2 Volume e peso dos tumores

A analise dos resultados revelou que nenhum dos tratamentos (PAF-A, L-A e TFD-A)
alterou significantemente o volume e o peso dos tumores, exceto o volume do grupo tratado
com PAF-A em relacdo aos animais portadores de tumor (T-A). A comparacdo entre 0S
diferentes tratamentos em que ndo foram utilizados o quimioterapico doxorrubicina mostrou
que os tumores tratados com TFD tém apenas volume estatisticamente diminuido em relagdo
aos tratamentos com a amostra PAF (PAF-A) e laser (L-A), ainda que estes dois tratamentos
facam parte da TFD. Porém com a introducdo do quimioterapico nos tratamentos, oS
resultados mostraram que a injecdo intratumoral da doxorrubicina nos animais portadores de
tumor (Tdx-A) induziu diminuig&o estatisticamente significativa do volume tumoral, tanto em
relacdo aos animais portadores de tumor que nao receberam tratamento quimioterapico (T-A),
qguanto em relacdo aos animais tratados com a amostra PAF e submetidos ao laser (L-A).
Resultado semelhante foi encontrado no grupo de animais que receberam a doxorrubicina e
posteriormente foram submetidos ao laser (Ldx-A). Vale a pena ressaltar que apenas estes
dois grupos tiveram o volume do tumor diminuido em relagdo ao observado nos animais com
tumor. Ainda que o grupo tratado com TFD e o da terapia fotodindmica conjugado com a
doxorrubicina (TFDdx-A) tenham apresentado alteracdes diferentes em relacéo a sub-grupos
(PAF-A e L-A), os mesmos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si e nem em relagdo
ao grupo dos animais portadores de tumor (T-A) (Figura 16).
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Figura 16: Avaliagdo do volume (mm3) e do peso (mg) tumoral. T-A: animais com tumor que ndo receberam
nenhum tipo de tratamento; PAF-A: animais com tumor tratados com PAF; L-A: animais com tumor submetidos
ao laser; TFD-A: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica; Tdx-A: animais com tumor tratados com
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doxorrubicina; PAFdx-A: animais com tumor tratados com PAF e doxorrubicina; Ldx-A: animais com tumor
tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx-A: animais com tumor tratados com doxorrubicina e
submetidos a terapia fotodindmica Para as analises estatisticas: T-A corresponde a (a); PAF-A corresponde a (b);
L-A corresponde a (c); TFD-A corresponde a (d); Tdx-A corresponde a (e); PAFdx-A corresponde a (f); Ldx-A
corresponde a (g); TFDdx-A corresponde a (h) * aponta diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); A
barra indica erro padrao.

3.4.1.3 Dimensoes dos tumores

No que tange as diferentes dimensdes dos tumores, 0s resultados mostraram que
nenhum dos tratamentos sem o0 uso do quimioterapico (PAF-A, L-A e TFD-A) alterou
significantemente a largura e a espessura dos tumores em relagdo ao grupo T-A, como
também nenhuma alteracdo estatistica foi encontrada entre os diferentes tratamentos. Porém,
em relacdo ao comprimento dos tumores, tanto o tratamento com a amostra PAF quanto o
grupo exposto ao laser induziu aumento estatisticamente significativo em relacdo ao
observado no grupo de animais portadores de tumor (T-A). Na comparagéo entre os diferentes
tratamentos, os animais tratados com terapia fotodinamica (TFD-A) apresentaram diminuicdo
estatisticamente significativa do comprimento em relacdo aos tratamentos com PAF e com
laser (L-A), valendo lembrar que os mesmos compdem a TFD. Porém, o grupo da TFD ndo
apresentou diferengas estatisticamente significativas em relagdo aos animais portadores de
tumor (T-A).

Em relacdo as dimensdes tumorais dos grupos tratados com doxorrubicina, as analises
estatisticas revelaram que o grupo portador de tumor que recebeu tratamento quimioterapico
(Tdx-A) teve a largura estatisticamente diminuida tanto em relagcdo ao grupo de animais
tratados com a amostra PAF quanto ao grupo submetido ao laser (L-A), ndo diferindo
estatisticamente dos animais portadores de tumor que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento (T-A). O comprimento, por sua vez, diminuiu em relacdo ao grupo portador de
tumor (T-A) e também a todos os outros grupos que nao receberam o tratamento da
doxorrubicina, ou seja, PAF-A, L-A e TFD-A. Os grupos que fizeram uso do quimioterapico
tratados com a amostra PAFdx-A e Ldx-A, gue sdo controles especificos da TFDdx, também
apresentaram diminuicao estatisticamente significativa em relagdo aos grupos PAF-A e L-A
sendo que o Ultimo grupo ainda apresentou diferencas estatisticamente significativas em
relacdo aos animais portadores de tumor (T-A). Entretanto, o grupo de animais que recebeu 0s
tratamentos da terapia fotodindmica juntamente com a doxorrubicina (TFDdx-A) ndo mostrou

alteracdes estatisticamente significativas, em nenhum dos trés parametros, em relacdo a todos
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0s outros grupos experimentais que foram ou ndo tratados com o quimioterapico. Por outro
lado, a espessura tumoral ndo foi estatisticamente alterada independentemente se o tratamento

teve ou ndo presenca de quimioterapico (Figura 17).
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Figura 17: Avalia¢do da largura, do comprimento e da espessura tumoral. T-A: animais com tumor que néo
receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-A: animais com tumor tratados com PAF; L-A: animais com tumor
submetidos ao laser; TFD-A: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica; Tdx-A: animais com tumor
tratados com doxorrubicina; PAFdx-A: animais com tumor tratados com PAF e doxorrubicina; Ldx-A: animais
com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx-A: animais com tumor tratados com
doxorrubicina e submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises estatisticas: T-A corresponde a (a); PAF-A
corresponde a (b); L-A corresponde a (c); TFD-A corresponde a (d); Tdx-A corresponde a (e); PAFdx-A
corresponde a (f); Ldx-A corresponde a (g); TFDdx-A corresponde a (h) * aponta diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.4.1.4 Observacdes macroscopicas

Observagdes clinicas macroscopicas foram realizadas apds o ultimo dia de tratamento,
24 horas antes do sacrificio dos animais. As mesmas permitiram avaliar, de forma superficial
0 grau de necrose ap6s os diferentes tratamentos. A média de necrose encontrada nos animais
portadores de tumor foi de 22%. O grupo administrado com PAF-A foi maior, 44%. Para o

grupo de animais submetido ao laser, a média foi de 19%. O tratamento com a terapia
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fotodindmica mostrou, macroscopicamente, necrose de 59%. Ja para o0s tratamentos
associados ao quimioterapico doxorrubicina (Tdx-A, PAFdx-A, Ldx-A e TFD dx-A) os

resultados encontrados foram 38%, 38%, 25% e 44%, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18: Animais com diferentes graus de necrose (Grupo A). (A): animais portadores de tumor; (B): animais
tratados com a amostra PAF; (C): animais submetidos ao laser; (D): animais tratados com TFD; (E): animais
tratados com tumor e doxorrubicina; (F): animais com tumor tratados com a amostra PAF e doxorrubicina; (G):
animais com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; (H): animais com tumor tratados com
TFD e doxorrubicina.

3.4.2 Porcentagem de necrose do tumor

O percentual de necrose foi avaliado por meio de analises morfométricas onde os
resultados mostraram que, na auséncia do quimioterapico, no grupo dos animais com tumor
(T-A) havia 17,6% de necrose no tecido tumoral. Resultado um pouco maior (22%) foi
encontrado no grupo dos animais que receberam a PAF. Por outro lado, nos animais
submetidos ao laser (L-A), observou-se que 26% da area do tumor estava necrosada, 0 que
difere estatisticamente do grupo T-A. Entretanto, a maior &rea de necrose foi encontrada no
grupo tratado com terapia fotodinamica, em que 66% do tecido tumoral estava com areas de
necrose, resultado este que diferiu, estatisticamente, de todos os outros grupos. As analises
morfométricas revelaram que todos os tratamentos que incluiram a doxorrubicina (Tdx-A,
PAFdx-A, Ldx-A e TFDdx-A) induziram aumento estatisticamente significativo em relagédo
aos tratamentos onde néo foi utilizado o quimioterépico (T-A, PAF-A, L-A), com exce¢do do
grupo tratado com a TFD-A. Animais portadores de tumor (Tdx) tratados com o
quimioterapico, por exemplo, apresentaram 64% de necrose no tecido tumoral, valor proximo
ao observado com a TFD (66%). Nos tratamentos associados com a doxorrubicina, o

percentual de necrose dos tumores ndo diferiu estatisticamente deste, tendo sido de 59%. nos
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animais tratados com a amostra PAF (PAFdx-A), de 55% no grupo submetido ao laser (Ldx-
A) e de 59% quando associado a TFD (TFDdx-A) (Figura 19).
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Figura 19: Avaliacéo da necrose no tecido tumoral. T-A: animais com tumor que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento; PAF-A: animais com tumor tratados com PAF; L-A: animais com tumor submetidos ao laser; TFD-
A: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica; Tdx-A: animais com tumor tratados com
doxorrubicina; PAFdx-A: animais com tumor tratados com PAF e doxorrubicina; Ldx-A: animais com tumor
tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx-A: animais com tumor tratados com doxorrubicina e
submetidos a terapia fotodinamica. Para as andlises estatisticas: T-A corresponde a (a); PAF-A corresponde a
(b); L-A corresponde a (c); TFD-A corresponde a (d); Tdx-A corresponde a (e); PAFdx-A corresponde a (f);
Ldx-A corresponde a (g); TFDdx-A corresponde a (h) * aponta diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05); A barra indica erro padrao.

As éreas de necrose observadas nos grupos T-A, PAF-A e L-A foram identificadas
especialmente nas areas centrais do tumor. No grupo que recebeu a terapia fotodinamica
(TFD-A), entretanto, a necrose foi identificada ndo somente nas areas centrais do tumor, mas
também na regido periférica, onde foi observada presenca de infiltrados inflamatérios, além
de hemorragias em vasos sanguineos.

Os tecidos tumorais vidveis foram caracterizados pela presenca de celulas com ndcleos
intactos e limite citoplasmatico. Por outro lado, a necrose tecidual foi identificada pela
presenca de um tecido eosinofilico, amorfo, com células sem integridade da membrana

citoplasmatica e auséncia de nucleo.

3.4.3 Anaélises Hematologicas
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3.4.3.1 Contagem de Leucdcitos totais

O efeito pro-inflamatério da terapia fotodindmica foi avaliado, ap6s o periodo
experimental de 9 dias, por meio da contagem das células do sangue periférico. Os resultados
das analises do nimero total de leucécitos mostraram que tanto o grupo tratado com a amostra
PAF-A quanto o grupo submetido a TFD-A, ambos na auséncia da doxorrubicina, mostraram
aumento estatisticamente significativo em relacdo ao grupo de animais saudaveis (C-A) e
animais portadores de tumor (T-A). Entretanto, a inoculagéo intratumoral da doxorrubicina
nos animais portadores de tumor (Tdx-A) ndo alterou estatisticamente seus valores nem em
relacdo a0 mesmo grupo que ndo recebeu tratamento quimioterapico (T-A) e nem em relacao
aos animais saudaveis (C-A). O tratamento com a amostra PAF juntamente com o
quimioterapico (PAFdx-A), que é controle especifico da TFDdx, por sua vez, mostrou
diminuicdo estatisticamente significativa tanto em relacdo aos animais portadores de tumor
(T-A), quanto aos animais tratados com a TFD-A. Entretanto, a combinacdo da terapia
fotodindmica com a doxorrubicina (TFDdx-A) induziu aumento estatisticamente significativo,
tanto em relacdo aos animais saudaveis, quanto em relacdo aos animais tratados com a

amostra PAF e quimioterapico juntos (PAFdx-A) (Figura 20).
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Figura 20: Contagem de leucdcitos totais do sangue periférico. C-A: animais saudaveis; T-A: animais com
tumor que ndo receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-A: animais com tumor tratados com PAF; L-A:
animais com tumor submetidos ao laser; TFD-A: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica; Tdx-A:
animais com tumor tratados com doxorrubicina; PAFdx-A: animais com tumor tratados com PAF e
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doxorrubicina; Ldx-A: animais com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx-A: animais
com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos a terapia fotodinamica. Para as andlises estatisticas:C-A
corresponde a (a);T-A corresponde a (b); PAF-A corresponde a (c); L-A corresponde a (d); TFD-A corresponde
a (e); Tdx-A corresponde a (f); PAFdx-A corresponde a (g); Ldx-A corresponde a (h); TFDdx-A corresponde a
(i) * aponta diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.4.3.2 Andlises Citométricas

3.4.3.2.1 Glo6bulos Brancos

A avaliacdo da contagem diferencial de leucocitos durante 9 dias experimentais
mostrou que independentemente dos tipos de tratamentos, na presenga ou ndo de
doxorrubicina, os resultados foram semelhantes, ou seja, houve uma diminuicdo
estatisticamente significativa na populacdo de linfécitos com um aumento concomitante na
populacdo de neutrofilos em relagdo aos animais saudaveis, permanecendo a populacdo de

eosinofilos sem nenhuma alteracéo estatistica (Figura 21).
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Figura 21: Contagem de glébulos brancos do sangue periférico. C-A: animais saudaveis; T-A: animais com
tumor que ndo receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-A: animais com tumor tratados com PAF; L-A:
animais com tumor submetidos ao laser; TFD-A: animais que foram submetidos a terapia fotodinamica; Tdx-A:
animais com tumor tratados com doxorrubicina; PAFdx-A: animais com tumor tratados com PAF e
doxorrubicina; Ldx-A: animais com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos ao laser; TFDdx-A: animais
com tumor tratados com doxorrubicina e submetidos a terapia fotodindmica. Para as andlises estatisticas:C-A
corresponde a (a);T-A corresponde a (b); PAF-A corresponde a (¢); L-A corresponde a (d); TFD-A corresponde
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a (e); Tdx-A corresponde a (f); PAFdx-A corresponde a (g); Ldx-A corresponde a (h); TFDdx-A corresponde a
(i) * aponta diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.4.3.2.2 Globulos Vermelhos

A anélise do eritrograma revelou que ap6s 9 dias experimentais a inoculagdo de
células tumorais de Ehrlich (T-A) mostrou diminuicdo estatisticamente significativa de dois
parametros, HCM e CHCM, em relacao aos animais saudaveis. O tratamento com a TFD sem
a associacao do quimioterapico (TFD-A), por sua vez, induziu diminuicdo estatisticamente
significativa na populacdo de eritrécitos quando comparados aos animais saudaveis (C-A),
portadores de tumor (T-A) e aos expostos ao laser (L-A); diminui¢do da HGB em relacédo aos
animais tratados com a amostra PAF e, ainda, diminuicdo do HCT em relacdo aos animais
saudaveis (C-A) e aos portadores de tumor (T-A). Porém, a injecdo intratumoral da
doxorrubicina nos animais portadores de tumor (Tdx-A) ndo mostrou alteracdes significativas
em seus valores em relagdo aos animais saudaveis, exceto no indice CHCM, onde houve
diminuicgdo estatisticamente significativa. Porém, em relacdo aos animais portadores de tumor
que ndo receberam tratamento com quimioterapico (T-A), os resultados foram semelhantes.
Entretanto, o tratamento conjugado da doxorrubicina com a terapia fotodinamica (TFDdx-A)
mostrou diminuicdo estatisticamente significativa em dois pardmetros HCT e CHCM em
relacdo aos animais saudaveis. Contudo, ndo mostrou alteragBes estatisticamente
significativas tanto em relacdo aos animais portadores de tumor (T-A), quanto em relacdo aos

animais portadores de tumor tratados com quimioterapia (Tdx-A) (Tabela 4).



Tabela 4: Grupo A- resultados do eritrograma de camundongos Swiss albinos fémeas inoculados com tumor de Ehrlich.

Eritrécitos HGB HCT VCM HCM CHCM RDW
Grupo Tratamento
(x 10%uL) (g/dL) (%) (fL) (p9) (g/dL) (%)
a C-A 8,82 +0,11 12,76 + 0,09 31,54 0,31 35,75+ 0,10 14,46 + 0,10 40,51 0,22 13,01 0,09
b T-A 8,61+0,16 11,95+ 0,21 30,71 0,47 35,69 + 0,32 13,88 +0,12% 38,93 0,23 13,60 + 0,25
c PAF-A 6,56 +0,73*° 9,24 +0,92%° 23,27 + 2,470 35,56 + 0,38 14,21+ 0,27 39,91 + 0,45 14,14 + 0,67
d L-A 8,47 +0,113° 11,93 +0,18° 30,48 + 0,45%° 35,98 +0,10 14,08 + 0,08% 39,13 +0,17° 13,13+0,24
e TFD-A 8,12 +0,18%P¢ 11,38 +0,28° 29,01 +0,63*° 35,73+0,24 13,99 + 0,10 39,19 +0,19 13,98 + 0,26
f Tdx-A 7,84+0,34 11,08 + 0,29 29,60 + 1,37 37,95+ 2,42 14,15 + 0,33 37,58 +1,47° 13,45 + 0,39
g PAFdx-A 8,03 + 0,387 10,90 + 0,50 28,30 + 1,307 35,25 + 0,05 13,60 + 0,00*¢ 38,50 + 0,00%%¢ 13,75+ 0,35
h Ldx-A 7,64 +0,372P4 10,9 + 0,45 27,30 + 1,122P¢ 35,80 + 0,66 14,28 +0,12° 39,93 +0,53 13,50 + 0,58
i TFDdx-A 8,33+0,18" 11,8 +0,23° 30,14 + 0,58%¢ 36,21 +0,27 14,18 + 0,129 39,16 + 0,12%9 14,20 + 0,26
P-valores 0,000 0,000 0,000 0,195 0,018 0,000 0,033
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Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). HGB = Hemoglobina; HCT = Hematdcito; VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM =
Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou varia¢do da distribuicdo do tamanho dos
eritrécitos (do inglés Red Cell Distribution Width); g/dL = gramas por decilitros; fl = fentolitros; pg = picograma.. Para as analises estatisticas: C-A corresponde
a (a);T-A corresponde a (b); PAF-A corresponde a (c); L-A corresponde a (d); TFD-A corresponde a (€); Tdx-A corresponde a (f); PAFdx-A corresponde a (g);
Ldx-A corresponde a (h); TFDdx-A corresponde a (i); A (s) letra (s) aponta (m) diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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3.4.4 Plaquetas

Os resultados do plaquetograma revelaram que apos a injecdo de células tumorais de
Ehrlich (T-A), a populagdo de plaquetas teve um aumento estatisticamente significativo em
relacdo aos animais saudaveis. Porém, o tratamento com a TFD induziu aumento, tanto na
populacdo de plaquetas, quanto no indice plagquetéario P-LCR. Por sua vez, o tratamento com o
quimioterapico nos animais portadores de tumor (Tdx-A) mostrou que ap6s um periodo
experimental de 9 dias, a presenca da doxorrubicina ndo causou nenhuma alteracdo no
plaquetograma em relacdo aos animais saudaveis (C-A), ou aos animais portadores de tumor (T-
A). O tratamento com o quimioterapico nos animais submetidos a TFD (TFDdx-A) provocou
diminuicdo estatisticamente significativa no parametro PDW em relacdo aos animais saudaveis,
néo diferindo seus valores, tanto em relacdo aos animais portadores de tumor (T-A), quanto em

relagdo aos animais portadores de tumor tratados com quimioterapia (Tdx-A) (Tabela 5).
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Tabela 5: Grupo A- resultados do plaquetograma de camundongos Swiss albinos fémeas
inoculados com tumor de Ehrlich.

Plaguetas VPM P-LCR PDW
Tratamento
(x 10%/uL) (fl) (%) (fl)
C-A 1172,47 + 46,50 6,31 + 0,06 6,44 + 0,31 6,77 £ 0,04
T-A 1496,13 + 51,52% 6,54 + 0,11 8,10 + 0,87 6,80 + 0,07
PAF-A 1503,00 + 314,212 7,03 + 0,142 9,43 + 0,472 7,30 £ 0,212
L-A 1366,13 + 70,932 6,54 + 0,07 7,83 +0,51° 6,86 + 0,07
TFD-A 1528,00 + 107,162 6,70 + 0,10 8,44 + 0,642 6,91+ 0,12
Tdx-A 1312,50 + 185,50 6,57 + 0,27 7,563 + 1,39 6,87 £ 0,32
PAFdx-A 1219 7,10 12,70 6,90
Ldx-A 1807,67 + 85,79%P¢ 6,30 + 0,15° 6,87 + 1,65 6,53 + 0,03*Pcd
TFEDdx-A 1389,88 + 84,75" 6,34 +0,11° 6,27 +1,02° 6,57 + 0,12%¢
P-valores 0,005 0,000 0,026 0,035

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). VPM= volume plaquetario médio; P-LCR=
porcentagem de plaquetas gigantes (do inglés, platelet large cell ratio); PDW= amplitude da distribuicdo das
plaguetas (do inglés, platelet distribuition width). Para as andlises estatisticas: C-A corresponde a (a);T-A
corresponde a (b); PAF-A corresponde a (c); L-A corresponde a (d); TFD-A corresponde a (e); Tdx-A corresponde a
(f); PAFdx-A corresponde a (g); Ldx-A corresponde a (h); TFDdx-A corresponde a (i); A (s) letra (s) aponta (m)
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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3.4.5 Anélises Bioguimicas

No que concerne aos ensaios bioquimicos, os resultados revelaram que o desenvolvimento do
tumor (T-A) nos animais durante 9 dias, levou & diminuicdo estatisticamente significativa dos
valores da bilirrubina direta e da fosfatase alcalina e ao aumento também significativo dos valores
de bilirrubina indireta e TGO, em relacdo aos animais saudaveis (C-A). O tratamento com terapia
fotodindmica (TFD-A), por sua vez, mostrou aumento estatisticamente significativo no parametro
bilirrubina indireta e diminuicdo estatisticamente significativa na fosfatase alcalina em relagdo aos
animais saudaveis. Vale dizer que estes resultados com a terapia fotodinamica nao diferiram dos
animais portadores de tumor (T-A), ainda que seus controles especificos (PAF-A) e (L-A) tenham
tido algumas outras diferencas, tanto em relacdo aos saudaveis quanto aos com tumor. O tratamento
da doxorrubicina nos animais portadores de tumor (Tdx-A) aumentou estatisticamente o indice TGO
em relacdo ao grupo de animais saudaveis (C-A), ndo alterando significativamente em relagdo aos
animais portadores de tumor que ndo foram tratados com o quimioterapico (T-A). Entretanto, os
tratamentos combinados de TFD e doxorrubicina (TFDdx-A) aumentaram significativamente os
valores de TGO em relagdo aos animais saudaveis. Ao mesmo tempo, este parametro aparece
diminuido significativamente, tanto em relacdo aos animais portadores de tumor (T-A), quanto em
relagdo ao grupo de animais portadores de tumor que foram tratados com doxorrubicina(Tdx-A)
(Tabela 6).
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Tabela 6: Grupo A- resultados das dosagens bioquimicas de camundongos Swiss albinos fémeas inoculados com tumor de Ehrlich.

Bilirrubina

Bilirrubina

Bilirrubina

Fosfatase

G T Total direta indireta TGO TGP GGT Alcalina Creatinina Uréia
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (UIL) (mg/dL) (mg/dL)
a C-A 0,10 + 0,00 0,04 +0,00 0,06 + 0,00 70,63 + 3,99 34,62+1,88 1,88 0,09 114,75 + 8,64 0,20+£0,03  59,13+2,15
b T-A 0,10+ 0,00 0,03 +0,00° 0,08 + 0,00° 185,50 + 33,26 36,00 + 2,89 1,75 0,25 68,38 + 7,98 0,20+0,08 56,88 +4,56
. PAF
A 0,10 + 0,00 0,02 +0,00° 0,08 +0,00° 236,43 + 30,10° 4371+271 2,00 + 0,00 40,86 * 5,98°° 0,16+0,02 46,00 = 3,44%
d L-A 0,10 + 0,00 0,02 + 0,007 0,08 +0,00° 95,50 + 22,36° 32,63 5,82 2,25+0,25 42,00 + 8,51%° 0,44£0,09*¢ 39,25+ 8,50°
o TFD-
A 0,10+ 0,00 0,02 +0,00 0,08 + 0,00° 162,38 + 84,17 29,63 + 8,63 1,88 £0,13 43,62 + 6,83 0,29+005  4350+7,54
f Tdx-
A 0,10 +£ 0,00 0,03 +0,00° 0,07 +0,00° 173,50 £ 21,17 37,25 £ 4,07 1,50 + 0,29 52,50 + 9,56 025+0,06 55,00+ 2,61
g PAFd
X-A 0,10 + 0,00 0,02 + 0,007 0,08 +0,00° 159,50 + 13,59% 27,00 1,58 1,75+0,25 46,75+10,59° 0,25 0,03° 50,00 + 3,19
h Ldx-
A 0,10+ 0,00 0,03 +0,00° 0,07 + 0,00° 162,25 + 19,73* 34,50 + 4,17 2,00+ 0,00 87,75+ 17,85 0,18+0,03 5550 +4,66
i TFD
dx-A 0,28+0,18 0,04 £0,01%° 0,23+0,17 106,29 * 17,12%°¢f 25,29 + 3,77 2,86 + 1,06 42,00 + 5,96 020+£0,02  39,29+5,53
P-valores 0,393 0,000 0,001 0,000 0,247 0,519 0,000 0,067 0,025

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). G= grupo; T= Tratamento; TGO= transaminase glutdmico oxalacética; TGP= transaminase
glutdmico pirtvica; GGT= gama-glutamil transferase; mg/dL= miligramas por decilitro; U/L= unidades por litro. Para as analises estatisticas: C-A corresponde
a (a);T-A corresponde a (b); PAF-A corresponde a (c); L-A corresponde a (d); TFD-A corresponde a (e); Tdx-A corresponde a (f); PAFdx-A corresponde a (9);

Ldx-A corresponde a (h); TFDdx-A corresponde a (i); A (s) letra (s) aponta (m) diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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3.4.6 Analises histoldgicas

3.4.6.1 Rim

Macroscopicamente, os rins de todos os animais deste estudo apresentaram aparéncia
normal, com coloracdo rosa-vermelha e consisténcia firme. Ao microscépio de luz,
apresentavam-se divididos em duas zonas: cortical localizada mais externamente, e medular com
localizagdo mais central (Figura 22- A). Na regido cortical encontram-se os corpusculos renais
0s quais séo constituidos pelo glomérulo renal, tufo de capilares e capsula de Bowman contendo
dois folhetos, visceral e parietal (Figura 22- B). Este ultimo formado por células epiteliais
pavimentosas que limitam o espaco capsular. Ainda na cortical distinguem-se os tubulos
contorcidos proximais e distais. Nos grupos de animais controle, ndo foram observadas alteragdes
histologicas nas diferentes estruturas do rim, sob microscopia de luz. Porém, discreto infiltrado
inflamatorio mononuclear de distribuicdo predominantemente focal foi observado em dois
animais que foram tratados com o quimioterapico doxorrubicina e submetidos a terapia
fotodindmica (TFDdx-A).

Figura 22: Fotomicrografia do rim. Em (A) RC: regido cortical, RM: regido medular. O tamanho da barra
corresponde a 250 um. (B) Ao centro, corptisculo renal. No detalhe (retdngulo), macula densa. O tamanho da barra
corresponde a 50 pm.
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3.4.6.2 Figado

Neste estudo, os animais de todos 0s grupos apresentaram macroscopicamente figado
aparentemente normal, com coloragdo marrom avermelhada e consisténcia firme. Ao
microscopio de luz, a organizacdo histolégica do figado dos camundongos (ver aspecto geral na
Figura 23- A) consistia em arranjo dos hepatécitos em corddes, alguns deles binucleados; estes
corddes estavam dispostos radialmente a partir de uma veia centro lobular contendo sinusdides
(Figura 23- B) e celulas de Kupffer . A andlise histoldgica demonstrou que nos animais do grupo
controle e nos animais submetidos aos diversos tratamentos os hepatdcitos apresentavam
granulos de glicogénio e pequenos vacuolos.

No grupo submetido a Doxorrubicina, a analise histolégica do figado demonstrou algumas
células inflamatérias no interior dos vasos proximas a parede vascular (Figura 23- C),
vacuolizagdo citoplasmatica dos hepatdcitos caracterizando lesdo celular difusa, causa de
degeneracéo citoplasmatica (Figura 23- D).

Figura 23: Fotomicrografia do figado. Em (A) aspecto geral do tecido hepatico. O tamanho da barra corresponde a
250 pm.; (B) VC: veia centro lobular, hepatdcito binucleado (circulo) e sinuzoides (quadrado). (C) infiltrado
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inflamatorio proximo a veia. (D) processo de degeneracdo do figado. O tamanho da barra para (B), (C) e (D)
corresponde a 50 pm.

3.5 Resultados da terapia fotodinamica do grupo B

O experimento do grupo B teve o intuito de verificar se as alteracfes causadas por trés
aplicacOes da terapia fotodinamica e observadas apds nove dias de implantacdo do tumor (Grupo
A) eram mantidas por um periodo maior de tempo. Tendo em vista a evolugdo do tumor, o
sacrificio dos animais foi feito sete dias ap6s o Gltimo tratamento, perfazendo um total de 15 dias

de experimento.

3.5.1 Observacdes clinicas

3.5.1.1 Peso dos animais

A avaliagédo do peso dos animais realizada 15 dias ap0s a inoculagdo das células tumorais,
mostrou que o peso final dos animais portadores de tumor teve diminuicdo estatisticamente
significativa em relacdo aos animais saudaveis. Entretanto, o tratamento com a terapia
fotodindmica mostrou aumento estatisticamente significativo, tanto em relagdo aos animais
portadores de tumor, quanto em relacdo aos seus controles especificos: PAF-B e L-B (Figura
24).
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Figura 24: Peso dos animais no 15° dia experimental. C-B: animais saudaveis; T-B: animais com tumor que ndo
receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-B: animais com tumor tratados com PAF; L-B: animais com tumor
submetidos ao laser; TFD-B: animais que foram submetidos a terapia fotodinamica. Para as analises estatisticas: T-B
corresponde a (a); PAF-B corresponde a (b); L-B corresponde a (c); TFD-B corresponde a (d). * aponta diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padrdo.

3.5.1.2 Volume e peso dos tumores

As andlises de volume e peso do tumor revelaram que nenhum dos tratamentos (terapia
fotodindmica e seus controles) levou a alteragbes estatisticamente significativas destes
parametros em relacdo aos portadores de tumor. Por outro lado, os animais submetidos a terapia
fotodinamica tiveram aumento estatisticamente significativo, nos dois parametros analisados, em
relacdo aos animais de um dos seus controles especificos, os que foram submetidos ao laser (L-
B).
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Figura 25: Avaliagdo do volume (mm3) e do peso (mg) tumoral. T-B: animais com tumor que ndo receberam
nenhum tipo de tratamento; PAF-B: animais com tumor tratados com PAF; L-B: animais com tumor submetidos ao
laser; TFD-B: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as andlises estatisticas: T-B corresponde a
(a); PAF-B corresponde a (b); L-B corresponde a (c); TFD-B corresponde a (d). * aponta diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.5.1.3 Dimens0@es dos tumores

No que concerne as dimensfes do tumor, as analises mostraram que, 15 dias apos a
implantagdo das células de Ehrlich, nenhum dos tratamentos (PAF-B, L-B e TFD-B) alterou
significantemente a largura dos tumores em relacdo ao grupo de animais T-B. Entretanto, em
relacdo ao comprimento e espessura tumoral, a TFD induziu aumento estatisticamente
significativo nos dois parametros em relacdo aos animais portadores de tumor, sendo que no
comprimento o aumento também foi em relacdo aos animais expostos ao laser. Estas alteracGes
no grupo TFD foram também observadas em seu controle especifico relacionado ao tratamento

com a amostra PAF (Figura 26).
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Figura 26: Avaliacdo da largura, do comprimento e da espessura tumoral. T-B: animais com tumor que ndo
receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-B: animais com tumor tratados com PAF; L-B: animais com tumor
submetidos ao laser; TFD-B: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises estatisticas: T-B
corresponde a (a); PAF-B corresponde a (b); L-B corresponde a (c); TFD-B corresponde a (d). * aponta diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padrao.

3.5.1.4 Observacgdes macroscopicas

As observagOes macroscopicas foram realizadas 24 horas antes do sacrificio dos animais.
A média de necrose encontrada nos animais portadores de tumor foi de 38%. O grupo de animais
tratados com a amostra PAF-A sugeriu que 50% do tecido tumoral estava necrosado. J& para o
grupo de animais submetido ao laser, a média foi de 31%. Porém, o tratamento com a terapia

fotodindmica mostrou 50% de necrose. (Figura 27).
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Figura 27: Animais com diferentes graus de necrose (Grupo B). A: animais portadores de tumor (T-B); B: animais
tratados com a amostra PAF (PAF-B); C: animais submetidos ao laser (L-B); D: animais tratados com TFD (TFD-
B).

3.5.2 Porcentagem de necrose do tumor

As analises morfométricas mostraram que, 15 dias apds os experimentos tanto os animais
portadores de tumor quanto os animais que receberam a amostra PAF-B ou foram submetidos ao
laser o percentual de necrose no tecido tumoral foi muito semelhante, ou seja, 31%, 31% e 33%,
respectivamente. Porém, o tratamento com terapia fotodindmica induziu 60% de necrose na area
tumoral, razdo pela qual este grupo diferiu estatisticamente dos portadores de tumor e de seus

controles especificos (Figura 28).
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Figura 28: Avaliacdo da largura, do comprimento e da espessura tumoral. T-B: animais com tumor que ndo
receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-B: animais com tumor tratados com PAF; L-B: animais com tumor
submetidos ao laser; TFD-B: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises estatisticas: T-B
corresponde a (a); PAF-B corresponde a (b); L-B corresponde a (c); TFD-B corresponde a (d). * aponta diferencgas
estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.5.3 Anaélises Hematologicas

3.5.3.1 Contagem de Leucdcitos totais

A contagem global de leucdcitos realizada apds o periodo experimental de 15 dias
mostrou que a inoculacdo das células tumorais de Ehrlich (T-B) ndo levou a diferencas
estatisticamente significantes em relacdo aos animais saudaveis (C-B). Da mesma forma, o
tratamento com a terapia fotodindmica ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo aos
animais saudaveis ou em relacdo aos animais portadores de tumor. Este tratamento sé apresentou

diferencas significativas em relacdo ao controle especifico, o de animais submetidos ao laser.
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Figura 29: Contagem de leucdcitos totais do sangue periférico. C-B: animais saudaveis; T-B: animais com tumor
gue ndo receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-B: animais com tumor tratados com PAF; L-B: animais com
tumor submetidos ao laser; TFD-B: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises
estatisticas: C-B corresponde a (a); T-B corresponde a (b); PAF-B corresponde a (c); L-B corresponde a (d); TFD-B
corresponde a (e). * aponta diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padrao.

3.5.3.2 Andlises Citométricas

3.5.3.2.1 Glo6bulos Brancos

Apos a implantacdo das celulas tumorais (T-B), observou-se um decréscimo
estatisticamente significativo na populacéo de linfdcitos, em relacdo aos animais saudaveis (C-
A), decréscimo este mantido em todos os grupos experimentais (PAF-B, L-B e TFD-B). No caso
dos animais tratados com terapia fotodinamica, o decréscimo ocorreu também em relagédo ao seu
controle especifico constituido por animais expostos ao laser. Porém, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas destes grupos em relacdo aos animais portadores de tumor. A
linfopenia, ou seja, a queda na populacdo de linfocitos, ocorreu simultaneamente com o0 aumento
significativo da populacdo de neutrofilos + mondcitos em todos os grupos, em relacdo aos

animais saudaveis. Para os animais tratados com a TFD, o aumento ocorreu inclusive em relacao
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aos animais submetidos ao laser. No que se refere a populagédo de eosinéfilos,0 grupo de animais
tratados com a amostra PAF foi o0 Unico a apresentar eosinofilia, ou seja aumento estatisticamente
significativo, tanto em relacdo aos animais saudaveis, quanto em relagdo aos animais portadores

de tumor (Figura 30).
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Figura 30: Contagem de de globulos brancos do sangue periférico. C-B: animais saudaveis; T-B: animais com tumor
que ndo receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-B: animais com tumor tratados com PAF; L-B: animais com
tumor submetidos ao laser; TFD-B: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises
estatisticas: C-B corresponde a (a);T-B corresponde a (b); PAF-B corresponde a (c); L-B corresponde a (d); TFD-B
corresponde a (). * aponta diferengas estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.5.3.2.2 Glo6bulos Vermelhos

As analises do eritrograma revelaram que a implantacdo do tumor de Ehrlich ndo altera
seus indices em relacdo aos animais saudaveis, com excecdo dos parametros HCM e CHCM, os
quais se encontram estatisticamente diminuidos. O tratamento com a terapia fotodindmica
mostrou resultado semelhante, sendo que o CHCM também apresentou diminui¢do

estatisticamente significativa em relacdo aos animais submetidos ao laser, um dos controles
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especificos da TFD. Além disso, o tratamento TFD alterou o parametro RDW que apresenta seus
valores aumentados tanto em relacdo aos animais saudaveis (C-A) e portadores de tumor (T-B),

guanto em relacao aos seus controles especificos (PAF-B e L-B) (Tabela 7).



Tabela 7: Grupo B- resultados do eritrograma de camundongos Swiss albinos fémeas inoculados com tumor de Ehrlich.
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Eritrécitos HGB HCT VCM HCM CHCM RDW
Grupo Tratamento

(x 10°/uL) (9/dL) (%) (fL) (P9) (g/dL) (%)
a C-B 9,39+0,18 13,77 £0,19 34,13 £ 0,59 36,36 + 0,20 14,63+ 0,13 40,39 + 0,26 13,01 +£0,09
b T-B 9,67 £0,21 13,35+ 0,31 34,29 + 0,80 35,49+ 0,32 13,83 +,15% 38,93+0,17° 13,76 £ 0,31
c PAF-B 9,48 £ 0,53 12,83 £ 0,60 32,94 + 1,65 34,96 + 0,39 13,61 +,217 38,99 + 0,207 13,91+ 0,49
d L-B 9,04 £0,72 12,46 £ 0,99 31,58 + 2,57 34,86 + 0,31 13,80 +,11° 39,58 + 0,24 13,88 + 0,32
e TFD-B 8,56 £ 0,47 11,57 £ 0,63 29,90 + 1,56 35,03 + 0,45 13,48 +,19° 38,51 +0,21*% 16,00 + 0,55*"°¢

P-valores 0,340 0,063 0,181 0,035 0,001 0,000 0,000

Os dados correspondem a média e ao erro padrao da média (EPM). HGB = Hemoglobina; HCT = Hematécito; VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM =
Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variacdo da distribuicdo do tamanho dos
eritrdcitos (do inglés Red Cell Distribution Width); g/dL = gramas por decilitros; fl = fentolitros; pg = picograma.. Para as anlises estatisticas: C-B corresponde
a (a);T-B corresponde a (b); PAF-B corresponde a (c); L-B corresponde a (d); TFD-B corresponde a (e). A (s) letra (s) aponta (m) diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).
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3.5.4 Plaquetas

As analises do plaquetograma revelaram que a implantacdo das células tumorais de
Ehrlich e os tratamentos com a terapia fotodindmica ou de seus controles especificos (PAF-B e L-
B) ndo induziram alteragdes estatisticamente significativas em relacdo aos animais saudaveis
(Tabela 8).

Tabela 8: Grupo B- resultados do plaquetograma de camundongos Swiss albinos fémeas
inoculados com tumor de Ehrlich.

Grupo Tratamento  Plaquetas (x 10%/uL) VPM (fl) P-LCR (%) PDW (fl)

A C-B 1311,14+70,38 6,18+0,11 6,38+0,46 6,76x0,19
B T-B 1728,5+93,5 6,6+0,11 8,64+0,97 6,87+0,11
C PAF-B 1666,57+324,21 6,68+0,11 9,1+0,51 6,93+0,15
D L-B 1429,5+224,66 6,5£0,06  6,9+1,15 6,6+0,12
E TFD-B 1697,5+106,46 6,63£0,08 9,07+0,85 6,62+0,07
P-valores 0,429 0,028 0,131 0,374

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). VPM= volume plaquetario médio; P-LCR=
porcentagem de plaquetas gigantes (do inglés, platelet large cell ratio); PDW= amplitude da distribuicdo das
plaquetas (do inglés, platelet distribuition width). Para as andlises estatisticas: C-B corresponde a (a);T-B
corresponde a (b); PAF-B corresponde a (c); L-B corresponde a (d); TFD-B corresponde a (e). A (s) letra (s) aponta
(m) diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

3.5.5 Analises Bioquimicas

No que tange aos ensaios bioquimicos, as analises dos resultados revelaram que 15 dias
apos a inoculacdo das células tumorais ocorreu diminuicdo estatisticamente significativa da
bilirrubina direta e aumento também significativo dos valores de TGO e uréia, em relacdo aos
animais saudaveis. O tratamento com a terapia fotodinamica, entretanto, apresentou diminuicao
estatisticamente significativa nos parametros bilirrubina direta e fosfatase alcalina, engquanto

mostra aumento significativo de bilirrubina indireta, TGO e uréia em relacdo aos animais
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saudaveis. Em relacdo ao animais portadores de tumor, o tratamento com TFD s6 mostra

alteracdo no parametro uréia (Tabela 9).
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Tabela 9: Grupo B- resultados das dosagens bioquimicas de camundongos Swiss albinos fémeas inoculados com tumor de Ehrlich.

Bilirrubina  Bilirrubina Bilirrubina Fosfatase
Total direta indireta TGO TGP GGT Alcalina Creatinina Uréia
Grupos Tratamento (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)

a C-B 0,10+0,00 0,04+0,00 0,06+000 9388+17,19 4150+464 188+0,13 11862+26,08 0,24+0,02 44,13+3,73
b T-B 0,10£0,00 0,03+0,00° 0,07+0,00° 193,38+32,97*° 4925+941 2,00+0,00 119,63+41,47 0,24+0,03 74,75+ 11,27%
c PAF-B 0,10+0,00 0,04+0,01 0,06+0,01 239,00+57,41° 80,86+19,88 26,86 + 12,34*" 44,00 + 13,31* 0,27 £0,04 72,57 +9,21°
d L-B 0,10+0,00 0,03+0,00* 0,07 +0,00*° 294,63 +27,80*° 50,88+ 6,70 1,75+0,16° 8588+22,41 0,24+0,03 73,50+421°
e TFD-B 0,10£0,00 0,02+0,00° 0,08+0,00* 207,62 +57,72*% 3525+ 425 2,00£0,00° 3913+6,82%° 0,21+0,04 49,88+591°

P-valores 1,000 0,014 0,014 0,003 0,082 0,017 0,013 0,627 0,006

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). G= grupo; T= Tratamento; TGO= transaminase glutdmico oxalacética; TGP= transaminase
glutdmico pirdvica; GGT= gama-glutamil transferase; mg/dL= miligramas por decilitro; U/L= unidades por litro. Para as andlises estatisticas: C-B corresponde
a (a);T-B corresponde a (b); PAF-B corresponde a (c); L-B corresponde a (d); TFD-B corresponde a (e). A (s) letra (s) aponta (m) diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).
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3.5.6 Anadlises histologicas

3.5.6.1Rim

Os rins de todos 0s animais mostraram aspectos normais tanto macroscopicamente quanto
ao microscopio de luz. A Unica alteracdo encontrada foi um leve e pontual infiltrado inflamatério
em um dos oito animais do grupo tratado com laser (L-B).

3.5.6.2 Figado

As analises histoldgicas do figado do grupo B foram semelhantes aos encontrados no
grupo A, ou seja, os hepatdcitos tanto dos animais do grupo controle quanto dos animais
submetidos aos tratamentos com a amostra PAF, laser ou tratados com TFD apresentaram
pequenos vacuolos e granulos de glicogénio.

3.6 Resultados da terapia fotodinamica do grupo C

O experimento do grupo C teve como proposito verificar se 5 aplicacbes da terapia
fotodindmica, realizadas de 3 em 3 dias, causariam mais danos no tecido tumoral que 3
aplicacdes (grupos A e B). Apos o periodo experimental, os animais foram sacrificados 24 horas
apos o ultimo tratamento, perfazendo um total de 15 dias experimentais. Os resultados obtidos
estéo descritos a seguir.

3.6.1 Observacdes clinicas

3.6.1.1 Peso dos animais

A analise do peso dos animais, realizada apds o periodo experimental de 15 dias, mostrou

que a inoculacdo das celulas tumorais e os tratamentos com a amostra PAF, submisséo ao laser
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ou tratamento com a terapia fotodindmica ndo alteraram estatisticamente o peso final dos animais

em relacdo ao peso inicial (Figura 31).
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Figura 31: Peso dos animais no 15° dia experimental. C-C: animais saudaveis; T-C: animais com tumor que ndo
receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-C: animais com tumor tratados com PAF; L-C: animais com tumor
submetidos ao laser; TFD-C: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises estatisticas: T-C
corresponde a (a); PAF-C corresponde a (b); L-C corresponde a (c); TFD-C corresponde a (d). * aponta diferencgas
estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padrao.

3.6.1.2 Volume e peso dos tumores

A avaliacdo do volume e peso tumoral mostrou que a implantacdo das células tumorais
nédo diferiu estatisticamente dos animais tratados com terapia fotodinamica, bem como dos seus
controles especificos (PAF-C e L-C) (Figura 32).
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Figura 32: Avaliacdo do volume (mm3) e peso (mg) tumoral. T-C: animais com tumor que ndo receberam nenhum
tipo de tratamento; PAF-C: animais com tumor tratados com PAF; L-C: animais com tumor submetidos ao laser;
TFD-C: animais que foram metidos a terapia fotodindmica. Para as analises estatisticas: T-C corresponde a (a); PAF-
C corresponde a (b); L-C corresponde a (c); TFD-C corresponde a (d). * aponta diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.6.1.3 Dimens0des dos tumores

Em relacdo as dimensdes dos tumores, o tratamento com a terapia fotodindmica e de seus
controles especificos (PAF-C e L-C) ndo apresentou, em nenhum dos trés parametros, alteracoes
estatisticamente significativas em relagdo aos animais portadores de tumor (Figura 33).
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Figura 33: Avaliacdo da largura, comprimento e espessura tumoral. T-C: animais com tumor que ndo receberam
nenhum tipo de tratamento; PAF-C: animais com tumor tratados com PAF; L-C: animais com tumor submetidos ao
laser; TFD-C: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as andlises estatisticas: T-C corresponde a
(a); PAF-C corresponde a (b); L-C corresponde a (c); TFD-C corresponde a (d). * aponta diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.6.1.4 Observacdes macroscopicas

Observagdes clinicas macroscépicas foram realizadas 24 horas antes do sacrificio dos
animais. Para 0s animais portadores de tumor (T-C) a média de necrose foi de 38%. Porém, 0s
animais tratados com a amostra PAF-A mostraram 36% de necrose no tecido tumoral. Ja para o
grupo de animais submetido ao laser, a média foi de 31%. O tratamento com a terapia
fotodindmica mostrou, macroscopicamente, necrose de 70%. Os diferentes graus de necrose estdo

ilustrados na Figura 34.



90

Figura 34: Animais com diferentes graus de necrose (Grupo C). A: animais tratados com a amostra PAF (PAF-C);
B: animais submetidos ao laser (L-C); C: animais tratados com TFD (TFD-C).

3.6.2 Porcentagem de necrose do tumor

As analises morfométricas realizadas 15 dias apds inicio dos experimentos revelaram que
a implantagdo do tumor de Ehrlich provocou 26,92% de necrose no tecido tumoral. No grupo
tratado com a amostra PAF e nos animais submetidos ao laser, o percentual de necrose foi
elevado (ndo siginificativamente) para 32,00% e 30,43%, respectivamente. Entretanto, o
tratamento com terapia fotodindmica induziu 61,7% de necrose na area tumoral resultando em

aumento estatisticamente significativo em relagéo a todos os outros grupos (Figura 35).
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Figura 35: Avaliacdo da necrose no tecido tumoral. T-C: animais com tumor que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento; PAF-C: animais com tumor tratados com PAF; L-C: animais com tumor submetidos ao laser; TFD-C:
animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises estatisticas: T-C corresponde a (a); PAF-C
corresponde a (b); L-C corresponde a (c); TFD-C corresponde a (d). * aponta diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05); A barra indica erro padréo.

3.6.3 Analises Hematologicas

3.6.3.1 Contagem de Leucdcitos totais

A contagem global de leucdcitos revelou que nenhum dos tratamentos (PAF-C, L-C e
TFD-C) apresentou alteragdes estatisticamente significativas em relacdo aos animais saudaveis e

portadores de tumor (Figura 36).
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Figura 36: Contagem de leucdcitos totais do sangue periférico. C-C: animais saudaveis; T-C: animais com tumor
gue ndo receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-C: animais com tumor tratados com PAF; L-C: animais com
tumor submetidos ao laser; TFD-C: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises
estatisticas: C-C corresponde a (a); T-C corresponde a (b); PAF-C corresponde a (c); L-C corresponde a (d); TFD-C
corresponde a (e). * aponta diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padrdo.

3.6.3.2 Andlises Citométricas

3.6.3.2.1 Glo6bulos Brancos

As analises dos globulos brancos revelaram que tanto a implantacdo do tumor de Ehrlich
qguanto o tratamento com a terapia fotodindmica ndo alteraram estatisticamente a contagem
diferencial das células do sangue periférico em relagdo aos controles. Porém, o grupo de animais
tratados com a amostra PAF, um dos controles especificos da terapia fotodindmica, mostrou
diminuigdo estatisticamente significativa na populacdo de linfocitos e aumento estatisticamente
significativo na populacdo de neutréfilos + mondcitos em relacdo aos animais saudaveis, ndo

diferindo estatisticamente dos animais portadores de tumor (Figura 37).
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Figura 37: Contagem de de globulos brancos do sangue periférico. C-C: animais saudaveis; T-C: animais com tumor
que ndo receberam nenhum tipo de tratamento; PAF-C: animais com tumor tratados com PAF; L-C: animais com
tumor submetidos ao laser; TFD-C: animais que foram submetidos a terapia fotodindmica. Para as analises
estatisticas: C-C corresponde a (a); T-C corresponde a (b); PAF-C corresponde a (c); L-C corresponde a (d); TFD-C
corresponde a (e). * aponta diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); A barra indica erro padrdo.

3.6.3.2.2 Glo6bulos Vermelhos

Os resultados do eritrograma apds 15 dias experimentais mostraram que a inoculacdo das
células tumorais praticamente ndo alterou seus valores em relacdo aos animais saudaveis, exceto
no parametro RDW onde houve um aumento estatisticamente significativo. Entretanto, o
tratamento com a terapia fotodinamica levou a diminuicdo estatisticamente significativa nos
parametros HGB, HCM e CHCM em relacdo aos animais saudaveis e diminuicao
estatisticamente significativa de RDW em relacdo aos animais portadores de tumor. Resultados
semelhantes foram encontrados nos grupos controles da TFD (PAF-C e L-C) (Tabela 10).



Tabela 10: Grupo C- resultados do eritrograma de camundongos Swiss albinos fémeas inoculados com tumor de Ehrlich.
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Eritrécitos HGB HCT VCM HCM CHCM RDW
Grupo Tratamento  (x 10%/mL) (g/dL) (%) (fL) (p9) (g/dL) (%)
a Cc-C 8,75+ 0,26 12,9+0,21 31,75+0,73 36,33+ 0,55 14,78 £ 0,33 40,67 +0,38  13,33+0,28
b T-C 8,39+£0,16 11,70 £ 0,20 29,48 + 0,64 35,15+ 0,45 13,98 £ 0,26 39,70 + 0,38 14,65 +0,43%
c PAF-C 8,12 £ 0,26 11,37 £ 0,412 28,99 + 1,07 35,69 + 0,31 14,00 £ 0,12 39,24 £0,24*° 13,41+0,31°
d L-C 8,40+ 0,16 11,63 +£0,16% 29,54 + 0,46 35,20+ 0,16 13,86 +0,10% 39,36 £0,17* 13,53 +0,16"
e TFD-C 7,99 £0,29 11,15+ 0,312 28,53 + 0,95 35,72+ 0,17 13,87 £0,19° 39,12 +0,22° 12,78 +0,54°
P-valores 0,228 0,002 0,091 0,131 0,015 0,066 0,091

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). HGB = Hemoglobina; HCT = Hemat6cito; VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM =
Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variacdo da distribuicdo do tamanho dos
eritrécitos (do inglés Red Cell Distribution Width); g/dL = gramas por decilitros; fl = fentolitros; pg = picograma.. Para as anélises estatisticas: C-C corresponde
a (a);T-C corresponde a (b); PAF-C corresponde a (c); L-C corresponde a (d); TFD-C corresponde a (e). A (s) letra (s) aponta (m) diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).



3.6.4 Plaquetas
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Os resultados do plaquetograma mostraram que, apés o periodo experimental de 15 dias,

tanto a inoculacdo das células tumorais, quanto o tratamento com a terapia fotodindmica e seus

controles especificos, ndo foram alterados estatisticamente em relacdo aos animais saudaveis

(Tabela 11).

Tabela 11: Grupo C- resultados do plaguetograma de camundongos Swiss albinos fémeas

inoculados com tumor de Ehrlich.

Plaguetas VPM P-LCR PDW
Grupo Tratamento (x 10°/mL) (1) (%) (f)
a C-C 1239,80 + 24,19 6,40 £ 0,22 7,66 +£1,73 6,76 £ 0,12
b T-C 1232,50 + 344,00 6,73 £0,15 10,20 £ 1,51 6,70 + 0,06
c PAF-C 1433,00 £ 245,36 6,27 £ 0,09 6,17 £ 0,57 6,67 £0,11
d L-C 1547,25 £ 87,94 6,61+0,11 8,01 +0,82 6,85+0,11
e TFD-C 1430,33 £ 224,77 6,55+ 0,17 797 +111 6,72 + 0,09
P-valores 0,77 0,172 0,217 0,577

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). VPM= volume plaquetario médio; P-LCR=
porcentagem de plaquetas gigantes (do inglés, platelet large cell ratio); PDW= amplitude da distribuicdo das
plaquetas (do inglés, platelet distribuition width). Para as andlises estatisticas: C-C corresponde a (a);T-C
corresponde a (b); PAF-C corresponde a (c); L-C corresponde a (d); TFD-C corresponde a (e) A (s) letra (s) aponta

(m) diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

3.6.5 Analises Bioquimicas

Os ensaios bioquimicos revelaram que a implantacdo do tumor de Ehrlich gerou um

aumento estatisticamente significativo no indice TGO e uma diminuigdo estatisticamente

significativa na concentracdo de uréia em relacdo aos animais saudaveis. Resultados semelhantes

foram encontrados nos animais tratados com a terapia fotodindmica, sendo que o valor da uréia

diminuiu estatisticamente em relacdo aos animais portadores de tumor (Tabela 12).
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Tabela 12: Grupo C- resultados das dosagens bioquimicas de camundongos Swiss albinos fémeas inoculados com tumor de Ehrlich.

Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Fosfatase
Total direta indireta TGO TGP GGT Alcalina Creatinina Uréia
Grupos Tratamento  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
a Cc-C 0,10+0,00 0,04 +0,00 0,07 £ 0,00 62,17 +5,75 2867+272 150+0,22 77,67+910 0,25+0,09 57,00+ 1,57
b T-C 0,10+0,00 0,03 +0,00 0,07 +£0,00 196,50+ 31,61* 3000+324 200+0,00 37,50+6,89 0,30+0,07 38,00 +2,74%
c PAF-C 0,10+0,00 0,02+0,00°0 0,08+0,00° 139,67 +19,32* 2667+178 1,00+0,00° 64,00+9,90 0,22+ 0,02 60,00 + 13,86
d L-C 0,10 0,00 0,02+0,00*" 0,08 +0,00*® 188,20 +20,02° 3560+720 12,20+7,12 6540+12,09 0,32 +0,06 50,80 + 3,22°
e TFD-C 0,10+0,00 0,03+0,01 0,08 +0,01 149,83+ 16,74%° 2867+354 367+247 51,00+6,23 0,23+0,03 53,17 + 4,05°
P-valores 1,000 0,023 0,023 0 0,588 0,105 0,07 0,57 0,047

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). G= grupo; T= Tratamento; TGO= transaminase glutdmico oxalacética; TGP= transaminase
glutdmico pirtvica; GGT= gama-glutamil transferase; mg/dL= miligramas por decilitro; U/L= unidades por litro. Para as analises estatisticas: C-C corresponde
a (a);T-C corresponde a (b); PAF-C corresponde a (c); L-C corresponde a (d); TFD-C corresponde a (e). A (s) letra (s) aponta (m) diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).
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3.6.6 Analises histoldgicas

3.6.6.1 Rim

Neste estudo as analises histologicas mostraram que os rins de todos 0s animais
(controle e tratados) apresentaram aspectos normais tanto macroscopicamente quanto ao
microscopio de luz. As alteracbes encontradas foram infiltrados inflamatérios em dois
animais do grupo tratado com laser (L-C) e dois animais tratados com a amostra PAF (PAF-
C). Vale frisar que os dois grupos séo controles especificos da TFD.

3.6.6.2 Figado

As andlises histolégicas do figado do grupo C foram semelhantes aos encontrados nos
grupos anteriores A e B, ou seja, alguns hepatdcitos tanto dos animais do grupo controle
guanto dos animais submetidos aos tratamentos com a amostra PAF, laser ou TFD
apresentaram pequenos vacuolos e granulos de glicogénio.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos os efeitos da administracdo de duas amostras baseadas em
polimeros de albumina. A primeira delas, polimeros de albumina magnéticos contendo
nanoparticulas de maghemita (PAM), foi utilizada para testar a eficiéncia no processo de
magnetohipertermia no tratamento de tumor sélido de Ehrlich. A segunda amostra, polimeros
de albumina associados a zinco-ftalocianina tetrassulfonada (PAF), foi sintetizada para ser
testada no processo de terapia fotodinamica também para tratamento de tumor solido de
Ehrlich.

4.1 Consideracdes sobre o tumor de Ehrlich

O cultivo de células neoplésicas, bem como a inducéo de células tumorais em animais,
sdo abordagens importantes para se investigar a biologia tumoral. Muitos dos atuais
conhecimentos a respeito do processo de carcinogénese em humanos sdo fortemente
influenciados por modelos de desenvolvimento de cancer em camundongos. Atualmente, uma
grande variedade de modelos experimentais é usada para explicar, ndo somente 0s
mecanismos bioldgicos envolvidos na progressao do cancer, mas também para melhorar o
prognostico dos pacientes afetados e elaborar novas modalidades terapéuticas (MOGNETTI;
DI CARLO; BERTA, 2006).

Nesse sentido, o tumor de Ehrlich, transplantavel, de origem epitelial, vem sendo
amplamente utilizado como modelo experimental oncolégico devido a rapidez de
crescimento, facilidade de manuseio e comportamento agressivo (NASCIMENTO et al.,
2006). Este tumor experimental, correspondente ao adenocarcinoma mamario de
camundongos, é mantido até hoje por transplantes sucessivos no tecido subcutaneo ou no
peritdnio de camundongos, desenvolvendo-se na forma sélida ou ascitica, respectivamente
(SIGIURA, 1965).

Foi observado, tanto nos experimentos com a MHT, quanto nos experimentos com a
TFD, que o tumor de Ehrlich apresentava, 10 dias apds a inoculacdo, desenvolvimento
acelerado, dificultando a observacdo da resposta ao tratamento. J& estd documentado na

literatura que tumores de rapido crescimento conseguem diminuir a capacidade de resposta
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linféide ou mesmo criar anticorpos com protecdo tumoral (BAIOCHI et al., 1986). O
desenvolvimento acelerado poderia ser uma das justificativas para o fato de que cinco
aplicacdes da terapia fotodindmica ndo terem induzido mais necrose no tecido tumoral (TFD-

C) do que trés aplicacdes (TFD-A).

4.2 Consideragdes sobre a amostra PAM e magnetohipertermia

As nanoparticulas magnéticas (NPM) tém sido cada vez mais utilizadas na &rea da
biociéncia e da medicina (SHINKAI, 2002 ), pois apresentam muitas caracteristicas
interessantes, uma das quais a capacidade de atravessar a barreira endotelial e se acumular
preferencialmente no tecido alvo, mantendo ileso o tecido saudavel (LACAVA et al., 2000).
Para tanto, as nanoparticulas devem possuir caracteristicas que as tornem biocompativeis
(GUPTA; GUPTA, 2005). Dentre essas caracteristicas destacam-se a natureza quimica, o
didmetro e a cobertura das nanoparticulas.

O grupo de pesquisadores do Centro de Nanosciéncia e Nanobiotecnologia - CNANO
- (1B, UnB) tem avaliado a biocompatibilidade de varias amostras magnéticas com naturezas
quimicas diferentes: magnetita (GARCIA, 2002; FREITAS, 2002; CHAVES, 2002;
LACAVA, 2002; BARBOSA, 2004; SADEGHIANI, 2004), ferrita de cobalto
(KUCKELHAUS, 2003) e maghemita (PORTILHO- CORREA, 2007; BRUGIN, 2007;
ESTEVANATTO, 2008; SALDANHA, 2008). No presente trabalho optamos por dar
continuidade aos estudos utilizando NP a base de maghemita, pois esta ja se encontra na
forma oxidada e, portanto, com potencial menor em causar toxicidade aos tecido. Enquanto
NP de magnetita recobertas com citrato causam toxicidade tecidual (GARCIA, 2002). Brugin
(2007) constatou em seus experimentos que NP de maghemita recobertas com citrato sdo
altamente biocompativeis e, portanto, atendem a este requisito importante para aplicagdes
biomédicas.

Outro parametro imprescindivel para a utilizacdo das NP em aplicacdes biomédicas é
0 seu diametro. O diametro médio das nanoparticulas pode influenciar no seu reconhecimento
pelo sistema fagocitario mononuclear, bem como no tempo de permanéncia no organismo e a
velocidade com que atravessam a barreira endotelial (BERRY; CURTIS, 2003). Particulas de
didmetro entre 8 a 100 nm, por exemplo, sdo mais utilizadas para aplicagdes biomédicas
devido ao fato de penetrarem com maior facilidade em capilares, atingindo, assim, melhor

biodistribuicdo. Em consonancia, as NP de maghemita provenientes de uma amostra de fluido
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magnético idnico estabilizado em pH &cido e utilizadas na amostra PAM apresentam diametro
médio de 8,9 nm.

A cobertura das nanoparticulas, também um fator relevante para a sua utilizacdo em
aplicacbes biomédicas, permite que as mesmas ndo se precipitem, ndo se aglomerem e se
mantenham estaveis. Diversas amostras com coberturas variadas foram investigadas
previamente, sendo que cada uma delas apresentou caracteristicas de biocompatibilidade e
biodistribuicdo distintas: dextrana (LACAVA, 2002), DMSA (CHAVES, 2002), acido citrico
(GARCIA, 2002; BRUGIN, 2007), tartarato (BARBOSA, 2004), acido poliaspartico
(SADEGHIANI, 2004), dentre outras. Nosso trabalho foi realizado com uma amostra
magnética em que as NP magnéticas estdo encapsuladas em nanoesferas de albumina. A
escolha dessa amostra se deve ao fato da albumina ser a proteina mais abundante do soro
sanguineo (50% das proteinas totais do soro humano) e por ser considerada uma molécula ndo
antigénica, biodegradavel, facil de ser purificada e solivel em &gua e, portanto, uma molécula
ideal para preparagdo de nanoparticulas (SEBAK et al., 2010). Estudos prévios com a amostra
PAM revelaram potencial significativo para aplicacGes biomédicas. Estevanato (2008) aplicou
a amostra PAM na concentracdo de 1,23 X 10" no peritonio de camundongos e investigou, no
periodo de 30 minutos a 30 dias, seus possiveis efeitos bioldgicos: testes citométricos e de
viabilidade celular mostraram apenas alteracfes leves e temporérias, ensaios de micronucleo
revelaram total auséncia de genotoxicidade, enquanto andlise histoldgica evidenciou auséncia
de alteragdes morfologicas nos 6rgdos figado, baco, rins, entre outros. Saldanha (2007), por
sua vez, avaliou os efeitos da PAM in vitro utilizando células de glandula submandibular
humana (HSG) e células mesangiais (CM) em trés diferentes concentrac@es, tendo observado
resultados também satisfat6rios no que diz respeito a biocompatibilidade da amostra.

Neste estudo relatamos o uso bem sucedido das nanoesferas de aloumina magnéticos
biocompativeis para os procedimentos de magnetohiperthermia com subsequente lise das
células tumorais de Ehrlich. Os resultados mostram que o campo eletromagnético de
frequéncia alternada ndo exerce nenhum efeito sobre a necrose tumoral, o que é um resultado
interessante se consideradas as células normais que circundam o tumor. A determinacdo dos
parametros de operacdo do equipamento gerador de campo AC em que ndo ha dano aos
tecidos normais deve proceder aos testes com tumores, como previamente mostrado por
Guedes et al. (2004, 2005). Por outro lado, a inje¢do intratumoral da amostra PAM induziu,
por si s6, aumento no processo de necrose. Neste caso, podemos levantar a hipotese de que o
ambiente acido na parte interna do tumor pode ter desestabilizado as nanoesferas de albumina

com subsequente exposicdo do ferro das NPM. A presenca aumentada do ferro pode ter
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levado a maior producdo de radicais livres que teriam efeito citotdxico sobre as células
tumorais.

Necrose tumoral mais expressiva, entretanto, s foi evidenciada quando apos a
inoculacdo intratumoral da amostra PAM havia a exposicdo ao campo duas vezes ao dia
durante trés dias consecutivos, mostrando, assim, a eficiéncia da amostra PAM em realizar a
magnetohipertermia. Apesar de, na representacdo por cruzes, 0s tratamentos com a amostra
PAM e por MHT (PAM + campo AC) terem recebido classificacdo ++++, 0 que representa
necrose de 76-100%, a necrose promovida pela MHT foi proxima a 100%, o mesmo néo
ocorrendo com a PAM.

E interessante observar que os resultados da MHT sdo dependentes da amostra, do
tamanho do tumor e das condi¢6es utilizadas neste procedimento. Barbosa (2008) investigou a
eficacia de amostra de magnetolipossomas a base de ferrita de cobalto no tumor ascitico de
Ehrlich, tendo obtido resultados pouco expressivos na reducéo do tumor por MHT. Concluiu
que esse material magnético ndo apresentava as caracteristicas necessarias para responder
adequadamente ao campo AC.Sadeghiani (2008) utilizou amostra de material magnético a
base de nanoparticulas de magnetita recobertas por acido poliaspartico para testar a eficacia
da magnetohipertermia no tratamento de tumor solido de Ehrlich, tendo encontrado necrose
em cerca de 33% do tumor.Neste caso, os tumores se localizavam no dorso do animal e
apresentavam tamanhos muito superiores aos utilizados no presente trabalho, o que pode
explicar esta resposta relativamente pequena.

Outra consideracdo interessante em relacdo a MHT, diz respeito a via de
administracdo da amostra. A injecdo da amostra magnética no alvo, como foi feito neste
trabalho, ou sua atragdo por gradiente de campo magnético ou ainda a associacdo de
anticorpos monoclonais as NPM ou ainda a presenca de receptores especificos torna viavel a
restricdo do aquecimento ao tecido tumoral, minimizando danos aos tecidos normais, fazendo
com que a MHT seja aceita como uma terapia que ndo causa efeitos adversos nas células
normais. De fato, de todos os animais testados, apenas um apresentou necrose em células

musculares circundantes.
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4.3 Consideracdes sobre a amostra PAF e a terapia fotodinamica

Estudos sobre cancer vém sendo realizados a fim de se encontrar um tratamento
adequado para cada tipo de neoplasia. A terapia fotodindmica (TFD) é considerada um
método eficaz para o tratamento de cancer precoce e paliativo do cancer avancado. Utiliza a
combinacdo de fotossensibilizante quimico nédo toxico e luz visivel para a destrui¢cdo tumoral
por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (KONOPKA,; GOSLINSKI, 2007),
apresentando, por exemplo, vantagens sobre a quimioterapia em termos de maior seguranca e
menor toxicidade no tratamento de lesdes malignas (KIM; PARK, 2010). Entretanto, existem
limitacbes para sua utilizacdo, pois a eficacia do tratamento depende da profundidade de
alcance do laser nos tecidos. Assim, a escolha do fa&rmaco é imprescindivel para determinar o
limite de penetracdo do laser na TFD (CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006).

Muitos fotopssensibilizadores tém sido aprovados para tratamento clinico de muitas
patologias malignas, como o Levulan® (baseado no 4cido aminolevulinico — ALA), Metvix®,
Photofrin®. Cada um destes fotossensibilizadores disponiveis comercialmente apresenta
caracteristicas especificas, mas nenhum deles pode ser considerado um fotossensibilizador
ideal. A maioria deles € hidrofébica e se agregam em meio aquoso, alterando suas
propriedades biologicas, quimicas e fotofisicas (PASZKO et al., 2011). Uma das estratégias
para minimizar estes efeitosé de nanoencapsular o fotossensibilizante, o que foi recentemente
atingido por pesquisadores do CNANO com o ALA (KARST-PASSOS et al., 2011).

Nas Ultimas decadas foram desenvolvidos fotossensibilizadores de segunda geragao no
intuito de aumentar a eficacia no tratamento terapéutico, dentre os quais se inclui uma das
mais promissoras alternativas, as ftalocianinas. Esta classe de fotossensibilizador apresenta
uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes que é a elevada capacidade de
absorcdo do comprimento de onda na faixa entre 630 e 700nm, caracteristica que confere
maior capacidade de penetracdo nos tecidos bioldgicos (CASTANO; MROZ; HAMBLIN,
2006). Estas, associadas a um metal central, possuiriam influéncia em sua propriedade
fotossensibilizadora, principalmente se este metal for zinco, que ja tem seu emprego clinico
aprovado na Russia (TOMAZINI et al., 2007). Estudos relatam que as ftalocianinas
tetrassulfonadas possuem caracteristicas favoraveis para serem utilizadas na TFD por
apresentarem longa permanéncia no seu estado ativado e intensa absorcdo na faixa do
vermelho visivel (SMETANA et al., 1994).
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As novas formulagGes de substancias fotossensiveis nanoestruturadas visam, além de
especificidade, aumento da penetracdo do farmaco proporcionando resultados mais
satisfatorios na TFD.

Neste trabalho utilizamos nanoesferas de albumina associadas a zinco-ftalocianina
tetrassulfonada (PAF) para realizar os procedimentos da terapia fotodinamica. A amostra PAF
possui diametro médio de 452 nm e, portanto, tem dimensdes muito maiores do que a amostra
PAM utilizada para realizar a magnetohipertermia e que apresentava cerca de 73 nm. Levando
em consideracdo que o menor tamanho dos capilares do organismo possuem entre 5a 6 um e
que a vasculatura do tumor possui poros com didmetro aproximado em 100 a 1000 nm, as
duas amostras utilizadas nesse trabalho tém dimensdes que as tornam adequadas para
aplicacdes biomédicas.

A escolha do intervalo de trés dias para aplicacdo do laser teve como base o
conhecimento de que durante a aplicacdo da TFD ocorre dano vascular seguido de hipoxia
tecidual (BICALHO, 2010). Sabendo que o oxigénio € imprescindivel para a realizagdo da
TFD e que sua reducao pode comprometer a eficacia do tratamento, € importante que o tempo
entre as aplicacfes do laser possibilite que o tecido irradiado recupere o oxigénio consumido
durante a aplicagéo anterior para que a TFD promova maior dano ao tecido (HENDERSON et
al., 2004; BUSCH, 2006).

4.4 ConsideracGes sobre os testes biologicos

4.4.1 Testes hematoldgicos

O hemograma completo é um dos exames mais frequentemente requisitados para
avaliar e quantificar os componentes celulares do sangue. leucécitos; eritrocitos e plaquetas.
Tanto o eritrograma, quanto o leucograma e o plaquetograma constituem ferramentas
importantes em analises patoldgicas, pois permitem identificar processos inflamatorios,
alérgicos, parasitoldgicos, anemias (GARCIA, 2002) e distarbios na coagulacdo sanguinea.

A funcdo primaria dos eritrécitos € transportar oxigénio para os tecidos e, portanto, a
massa de células vermelhas determina a capacidade potencial de carrear oxigénio e é estimada
por 3 parametros: numero total de eritrocitos, hemoglobina e hematécrito. Em camundongos,

esses parametros tém valores mais baixos em fémeas do que em machos e variam de acordo
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com a raga (FOX et al., 2006). Os outros indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM e
RDW) sdo derivados dos parametros supracitados. O VCM, volume corpuscular médio,
resulta na divisdo do hematocrito com o nimero total de eritrécitos (HCT/eritrocitos) e indica
0 volume de um eritrécito médio; o HCM, hemoglobina corpuscular média, € calculado
dividindo-se a concentragdo de hemoglobina pelo numero total de eritrocitos
(HGBY/eritrdcitos) e indica o conteudo hemoglobinico de cada hemécia, ou seja, 0 peso da
hemoglobina em uma célula média; O CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, € calculado dividindo-se a concentracdo de hemoglobina pelo hematdcrito
(HGB/HCT) e expressa a taxa de peso da hemoglobina em relacdo a 1 dL de eritrdcitos. O
RDW, amplitude ou variagdo da distribuicdo do tamanho dos eritrdcitos, representa uma
medida de anisocitose (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004). Em camundongos, a
anisocitose € mais pronunciada devido a uma maior concentracdo de reticulécitos, usualmente
de 1 a 6% dos eritrocitos circulantes, ou seja, de 100.000 a 350.000 reticul6citos por
microlitro (FOX et al., 2006).

Todos os tratamentos (grupos A, B e C) promoveram alteragbes no
eritrograma. Entretanto, apenas as alteracGes sugestivas de distarbios hematoldgicos seréo
discutidas. De todos 0s grupos, apenas 0s animais tratados com a amostra PAF do grupo A
(PAF-A, um dos controles especificos da terapia fotodindmica.) apresentou um quadro
sugestivo de anemia normocitica normocrémica isocitica, com HGB abaixo dos valores de
referéncia. Os valores encontrados nos demais tratamentos, apesar de apresentarem alteracdes
significativas em relagcdo aos animais saudaveis, estavam dentro dos valores de referéncia.

Os leucocitos, como amplamente conhecidos, incluem varios tipos celulares:
linfécitos, mondcitos e granuldcitos, assim chamados por possuirem granulos densamente
corados em seu citoplasma e que podem ser de trés tipos: neutréfilos, eosinéfilos e basofilos.
O tipo de leucdcito mais comumente encontrado no sangue periférico de camundongos é o
linfdcito, constituindo aproximadamente ¥ da populacgéo, seguido da populacao de neutrofilos
(THRALL, 2007). Geralmente o numero de leucdcitos no sangue de camundongos varia entre
2000 a 10.000 /uL (FOX, 2006), sendo sua principal funcdo a ativacdo do sistema imunitario
(ABBAS, 2003). No presente trabalho, mesmo havendo alteracbes na contagem global de
leucdcitos, todos os resultados estavam dentro dos valores de referéncia. Em relagdo aos tipos
celulares, observamos concomitantemente a inoculagdo do tumor, decréscimo na populacéo
de linfocitos e aumento nas populac@es de neutrofilos e de mondcitos em relagdo aos animais
saudaveis. Tem sido mostrado que as atividades das enzimas antioxidantes diminuem em uma
grande variedade de tumores (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SUN et al.,, 1989;
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DURSUN et al., 2006) e o estresse oxidativo aumentado esta relacionado a supressdo da
imunidade dependente de linfocitos (AMES; SHIGENAGA; HAGEN 1993). Por sua vez, 0s
neutrofilos sdo responsaveis pela fagocitose de pequenas particulas e pela modulacdo da
resposta imune (FOX, 2006). Nenhum dos tratamentos resultou em alteracdo significativa
nestas populagdes em relagdo aos animais portadores de tumor, indicando que as diferencas
significativas em relacdo aos animais saudaveis foram decorrentes da inoculagdo do tumor e
ndo dos tratamentos. No que se refere aos outros granuldcitos, eosindfilos e basoéfilos, suas
funcbes de protecdo sdo menos entendidas. Acredita-se que ambas as células sejam
importantes na defesa contra parasitas, mas, sua principal importancia clinica é o
envolvimento nas reagdes inflamatorias alérgicas (MURPHY, 2010). Apesar dos resultados
do grupo B terem mostrado diferencas estatisticamente significativas entre 0s animais
administrados com a amostra PAF e os animais saudaveis (C-B) e os portadores de tumor (T-
B), os mesmos estdo dentro dos valores de referéncia, ndo indicando processo alérgico.

As plaquetas sdo essenciais para hemostasia; aderem ao colageno exposto de vasos
com injdria, sofrendo mudancas de forma e liberando fatores envolvidos na vasoconstri¢ao e
iniciacdo da cascata de coagulacdo (THRALL, 2007). Neste trabalho, apenas o grupo A
apresentou diferencas estatisticamente significativas nos valores plaquetarios na comparacéo
entre a maioria dos tratamentos (T-A, PAF-A, L-A, TFD-A, Ldx-A) e 0s animais saudaveis
(C-A). Porém, apenas o grupo Ldx-A apresentou plaguetocitose, estando o0s outros resultados
dentro dos valores de referéncia (900 a 1.600 x 103/uL) (FOX, 2006). E bem descrito na
literatura que as plaquetas sdo heterogéneas em relacdo a densidade e volume. Desta forma, é
importante a avaliagdo dos indices plaquetarios merecendo destaque o volume plaquetério
médio (VPM), por se tratar de variavel bioldgica que determina a funcdo e atividade
plaquetaria (SANTOS, FILHO, 2004). Outro indice importante que também avalia a atividade
plaquetaria é o P-LCR (% de macroplaquetas). A importancia clinica de volumes plaquetarios
maiores tem sido relacionada com a presenca de agregacao plaquetéria aumentada (THRALL,
2007). A largura da distribuicdo das plaquetas (PDW) é o coeficiente de variacdo do
histograma que reflete as amplitudes da variacdo das populaces plaquetarias (SANTOS,
FILHO, 2004) aumentando com variabilidade no tamanho das plaquetas, visto que é uma
medida de anisocitose (FOX et al., 2006). Neste estudo, apenas o grupo administrado com
amostra PAF-A apresentou aumento estatisticamente significativo, tanto do VPM, quanto do
P-LCR em relagdo aos animais saudaveis, indicando maior reatividade plaquetéria do que os
tratamentos com laser e TFD, que apresentaram aumento significativo apenas nos valores de

P-LCR. Estes resultados associados com os resultados do leucograma indicam participacdo
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das plaquetas no processo inflamatorio. Visto que o tratamento com a amostra PAF-A
apresentou maiores diferencas nos indices plaquetarios, ja era esperado aumento significativo
nos valores de PDW em relagédo aos animais saudaveis.

E importante frisar que a terapia fotodindmica ndo levou a alteracdes plaquetarias,
ainda que a amostra PAF-A que utiliza tenha causado as altera¢des plaquetérias citadas (VPM
e P-LCR).

4.4.2 Testes bioguimicos

A enzimologia clinica representa importante investigacdo que conduz ao diagnéstico
de enfermidades de animais, oferecendo o maximo de informacdo com um minimo de
invasibilidade. Pode ser definida como um conjunto de ensaios que se emprega para auxiliar
no diagndstico de doencas, no progndéstico de quadros clinicos diversos e na avaliagdo do
estado nutricional dos animais (CSEH, 2003; SCHEFFER; GONZALEZ, 2003). Para o
diagnostico, as enzimas de interesse sdo constituintes celulares de alguns tecidos especificos,
fazendo parte do contetddo citossolico ou da membrana celular, como organelas.
Constantemente essas enzimas sdo liberadas na corrente sanguinea e, a0 mesmo tempo,
retiradas do sangue, havendo um equilibrio entre a velocidade de liberacdo dos tecidos e de
sua eliminacdo ou catabolismo. Seu aumento na corrente sanguinea pode ocorrer por morte
celular, aumento da permeabilidade da membrana ou pela proliferacéo celular. (SCHEFFER;
GONZALEZ, 2003).

Para a avaliagdo de funcdo hepética, os testes utilizados como marcadores das
desordens hepatobiliares incluem as dosagens dos niveis séricos de bilirrubinas, aspartato
transaminase (AST), alanina transaminase (ALT), gama-glutamil transferase (gama-GT) e
fosfatase alcalina (FA) (SUTHERLAND, 1989; DIAL, 1995). Para a avaliagdo de funcao
renal, além dos testes supracitados, sdo também usadas as dosagens de uréia e creatinina.

A bilirrubina é um pigmento produzido pela degradacdo da hemoglobina por células
do sistema mononuclear fagocitario, existindo dois tipos: conjugada e ndo conjugada. A néo-
conjugada ou indireta € uma molécula ndo solivel em agua que é transportada no sangue
ligada a albumina. Os hepatdcitos capturam esta bilirrubina que entdo sofre glucoronidacdo
(conjugacdo com o &cido glucurénico) para produzir a forma solivel em &gua, a bilirrubina
conjugada, que é subsequentemente excretada via sistema hepatobiliar e na bile. Os métodos

mais comuns para a dosagem de bilirrubina s&o: bilirrubina total e bilirrubina direta, sendo
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que a direta mede a bilirrubina conjugada e a bilirrubina total. A dosagem indireta mede a
bilirrubina ndo-conjugada, calculando a diferenca entre bilirrubina total e bilirrubina direta
(FOX, 2006). Niveis elevados de bilirrubina ndo-conjugada (indireta) sdo usualmente
observados em situacGes de lise aumentada de eritrocitos, como ocorre em doencas
hemoliticas. A hiperbilirrubinemia indireta € também observada em doencgas nas quais a
captacdo, a conjugacdo e a secrecdo de bilirrubinas estdo diminuidas. Niveis elevados de
bilirrubina conjugada (direta) estdo associados a colestase intrahepética ou obstrucéo do ducto
biliar extrahepatico (THRALL, 2007). No grupo A foi observado aumento significativo de
bilirrubina Indireta em relacdo aos animais saudaveis a partir da inoculagdo do tumor e para
quase todos os tratamentos (PAF-A, L-A, TFD-A, PAFdx-A) que também tiveram reducao
significativa de eritrocitos, sugerindo que essa alteracdo foi em decorréncia de hemolise. Esse
resultado pode ser devido apenas a presenca do tumor, visto que a partir da sua inoculacéo os
valores de bilirrubina indireta ficaram aumentados. J& nos grupos B e C, apesar de serem
observados aumentos de bilirrubina indireta, tais aumentos ndo podem ser relacionados a
hemdlise, visto que nenhuma diferenca significativa em relacdo aos animais saudaveis foi
observada na populacéo de eritrécitos. Em relacéo a bilirrubina direta, aumentos significativos
podem indicar colestase, como citado acima, obstrucdo de ducto biliar ou mesmo condicgdes
que comprometem a massa funcional renal. Todavia, nem mesmo a inoculagdo do tumor
induziu aumento significativo deste parametro.

A transaminase glutdmica-oxalacética (TGO), também chamada de aspartato
aminotransferase ou AST), é encontrada no citoplasma e nas mitocdndrias de muitas células,
principalmente do figado, coragdo, musculos esqueléticos, rins, péancreas e eritrocitos
(DEWAR et al., 1958), enquanto a transaminase glutamica-piravica (TGP), também chamada
de ALT (alanina aminotransferase) € encontrada em altas concentraces apenas no figado.
Uma lesdo hepética pode ser evidenciada pelo efluxo dessas enzimas citosolicas para a
circulagdo sanguinea. Consequentemente, niveis séricos aumentados dessas enzimas
observados, por exemplo, ap6s exercicio agudo servem como indicativos de lesdo oxidativa
neste 6rgdo (BRUCE et al., 1958; DEWAR et al., 1958; ALMERSJO, 1968; CHALIFOUX;
LAGACE, 1969). No grupo A, os resultados de TGO e TGP corroboraram a sugestdo de
hemdlise, visto que nenhuma diferenca significativa foi observada para TGP em relacdo aos
animais saudaveis. Porem, TGO apresentou diferencas significativas para quase todos 0s
tratamentos, exceto L-A e TFD-A, sugerindo, mais uma vez, que o aumento foi decorrente da

lise dos eritrocitos e que a TFD-A melhorou a situacédo geral. Entretanto, todos os tratamentos
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com doxorrubicina induziram aumento significativo de TGO em relagdo aos animais
saudaveis, indicando maior efeito colateral deste quimioterapico em relacdo a TFD-A.

A uréia é produzida no figado como produto residual do catabolismo de proteinas. Ela
é uma pequena molécula que se difunde livremente por meio das membranas celulares. Sendo
assim, sua concentracdo € a mesma no sangue, soro e plasma. Tradicionalmente, a
concentracdo da uréia é medida em termos de nitrogénio da uréia (quantidade de nitro contido
na uréia). Niveis elevados de nitrogénio da uréia podem ser encontrados por causas pré-renal,
renal e pés renal. As causas pré-renais incluem: aumento do catabolismo de proteinas tais
como ocorre na inflamacdo, subnutricdo e dietas hiperproteicas. Causas renais usualmente
estdo associadas com condi¢des que comprometem mais que 70-75% da massa funcional
renal e inclui condi¢cdes como amiloidose renal, doenca glomerolar imune complexa e doenca
policistica. As condi¢Bes pos renais incluem qualquer causa que resulta em obstrucdo do
sistema urinario inferior. Reducdo de nitrogénio da uréia € encontrada em doencas associadas
com insuficiéncia hepatica e dietas hipoproteicas (FOX, 2006). Nos grupos B e C o0s
resultados de uréia, assim como os de TGO, indicam uma possivel interferéncia de condicdes
pré-renais (inflamacdo), resultados compativeis também com as diferencas significativas
observadas para bilirrubina direta em relagdo aos animais saudaveis e com o leucograma. Tais
diferencas apareceram a partir da inoculacdo do tumor e tanto o laser quanto a TFD
retornaram os valores de uréia aos valores normais diferindo significativamente do tumor.

A gama-glutamil transferase (GGT), também conhecida como gama-glutamil
transpeptidase (GTP), esta presente em quase todas as células com exce¢do das musculares.
Apresenta grande atividade nos rins e no figado, mas somente aquela de origem hepatica é
normalmente encontrada no plasma, pois a de origem renal é excretada na urina. Sua
importancia clinica esta ligada no diagnostico da colestase e de lesdes hepaticas de carater
inflamatorias e toxicas (VIDAL, et al., 2009). Neste contexto, diferencas significativas em
relagdo aos animais saudaveis s6 foram observadas nos animais administrados com a amostra
PAF-B, cujo grupo constitui um dos controles especificos da terapia fotodindmica. A terapia
fotodindmica, por sua vez, ndo induziu diferencas estatisticamente significativas deste
marcador, tanto em relacdo aos animais saudaveis quanto em relacdo aos portadores de tumor,
0 que representa resultado favoravel no uso deste tratamento.

A creatinina é o produto de degradacdo da creatina e creatina fosfato e representa um
produto final do metabolismo muscular. Os niveis séricos basais estdo diretamente
relacionados ao condicionamento muscular e a massa muscular total, que variam entre os

individuos. Patologicamente, os niveis séricos elevados sdo causados pelos mesmos fatores,
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pré renal, renal e pos renal, que elevam o nitrogénio da uréia no soro. Assim, a quantificacéo
da cretinina no soro ndo oferece vantagem significativa em relacdo ao nitrogénio da uréia
(THRALL, 2007). Neste trabalho, nenhum dos tratamentos induziu diferenca estatisticamente
significativa deste parametro.

A fosfatase alcalina € uma enzima induzivel cuja atividade sérica é aumentada de
acordo com sua sintese. Sua funcdo fisiologica ndo é conhecida, mas acredita-se que sirva
para 0 transporte de metabolicos através da membrana. Existem duas formas em
camundongos: a intestinal, localizada nos enterdcitos e a tecido ndo-especifico, encontrada em
varios tecidos tais como osso, cartilagem, rins e figado (FOX, 2006). Neste trabalho, a
reducdo significativa dos niveis séricos de fosfatase alcalina no grupo A foi associada,
particularmente, a inoculacdo do tumor. Entretanto, no grupo B, que difere do grupo A apenas
pelo maior tempo de coleta dos dados (A10 dias x B 15 dias), ndo mais se observa alteracéo
nos niveis séricos de fosfatase alcalina nos animais inoculados com o tumor, mas reducao

deste marcador, tanto para a amostra PAF, quanto paraa TFD,
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4.5 Consideracdes sobre o tumor: volume, peso

Apesar do aumento néo significativo do peso e volume tumoral dos animais tratados
com a terapia fotodindmica (TFD-B) em relacdo aos animais portadores de tumor (T-B), tal
aumento provavelmente foi em decorréncia de edema causado pelo infiltrado de células
inflamatorias nos sete dias sem tratamento apds a Ultima exposicdo ao laser. Na terapia
fotodindmica dos grupos A (TFD-A) e C (TFD-C) os animais foram sacrificados 24 horas
apo6s o ultimo tratamento o que poderia justificar ndo terem apresentado resultados

semelhantes ao do grupo TFD-B.

4.6 Consideracdes sobre as observagdes macroscopicas e as morfométricas

Neste trabalho, a observacdo macroscopica, ainda que subjetiva, teve como objetivo
simular o que é corrente na pratica médica, pois dependendo do resultado da observacéo
clinica, o paciente é subsequentemente direcionado para diferentes formas de tratamento. Esta
analogia teve, portanto, a inten¢do de acompanhar a atual tendéncia da literatura que mostra o
uso de terapia alvo e preservacdo de 6rgdo, pois a reducdo clinica do tumor &€ muito
importante para realizar os protocolos, bem como ser utilizada como parametro de sobrevida
para os pacientes.

Para se tratar tumores avancados de laringe, por exemplo, séo feitos, inicialmente, dois
ciclos de quimioterapia e observa-se a resposta clinica do tumor. Caso 0 mesmo tenha sido
totalmente reduzido, a resposta é considerada total. Caso tenha ocorrido reducdo acima de
50%, considera-se resposta parcial. Por outro lado, reducdo abaixo de 50% é considerada
auséncia de resposta ao tratamento. Assim, caso haja resposta total ou parcial, o paciente é
submetido ao tratamento pleno com doses diferenciadas de quimioterapia e/ou radioterapia.

Nosso estudo mostrou, do ponto de vista clinico, uma reducdo parcial do tumor (59%)
com o tratamento da TFD (TFD-A) e auséncia de resposta clinica (38%) para o tratamento
com doxorrubicina (Tdx-A) denotando, do ponto de vista bioldgico, resultados iguais em
relacdo a necrose, 66% e 64%, entre TFD e doxorrubicina, respectivamente. Assim, a terapia
fotodindmica mostrou uma resposta clinica que pode ser considerada superior em relacdo ao

tratamento com o quimioterapico. Com base nesses resultados e fazendo um paralelo com os
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tratamento em seres humanos, podemos inferir que o tratamento com a TFD foi superior em
relacdo ao da doxorrubicina, uma vez que a resposta parcial é de suma importancia para
definir o tratamento de preservacdo de 6rgdo bem como para melhorar a qualidade de vida do

individuo.

4.7 Consideragdes sobre o tratamento com doxorrubicina

A doxorrubicina, descoberta em 1960, é um antineoplasico da familia das
antraciclinas, muito utilizado na terapéutica para tratamento de leucemias e tumores sélidos
como cancer de ovario, mama e bexiga (MITRA et al., 2001). Seu efeito citotoxico em células
malignas e seus efeitos toxicos em varios 0rgdos sdo atribuidos ao seu mecanismo de acéo.
Em sua estrutura, apresenta um anel capaz de se intercalar entre os pares de nucleotideos de
dupla fita de DNA nas fases de transcri¢do e replicacdo. Na literatura, sdo varias as hipoteses
da acdo das antraciclinas nas células malignas, porém a interacdo da doxorrubicina com a
enzima topoisomerase Il parece explicar sua principal acdo antitumoral (LIU et al., 1989;
INJAC; STRUKELJ, 2008). A intercalacdo bloquearia o sitio de ligacdo da topoisomerase Il
ao DNA interrompendo sua fung¢do normal e induzindo danos ao DNA. Outro mecanismo de
acdo antitumoral desse quimioterdpico € por meio da producdo de especies reativas de
oxigénio. A doxorrubicina reage com o ferro Fe** reduzindo o oxigénio a peréxido de
hidrogénio, podendo formar outras espécies reativas de oxigénio, que se ligam ao DNA e
quebram suas fitas (GIANNI et al., 1985; ELIOT; GIANNI; MYERS, 1984).

Neste experimento, utilizamos a doxorrubicina para validar o tratamento da terapia
fotodindmica. Nossos resultados sugerem que a terapia fotodindmica, quando realizada trés
vezes num periodo de nove dias, induziu 0 mesmo efeito da doxorrubicina, levando em
consideracdo os dados de porcentagem de necrose tumoral, validando, assim, o tratamento da
TFD ao mesmo patamar do quimioterdpico. Na verificacdo de atividades sinérgicas ou
antagbnicas destes dois tratamentos, observa-se que quando a doxorrubicina foi utilizada
juntamente com a TFD (TFDdx-A) ndo houve aumento de necrose no tumor quando
comparado aos resultados dos dois tratamentos realizados separadamente (TFD-A e Tdx-A).
A auséncia de efeito sinérgico poderia ser explicada pelo fato de ndo haver oxigénio

suficiente no tecido tumoral para a realiza¢do dos dois tratamentos simultaneamente.
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CONCLUSOES

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

O implante de 5,5 x 10* células do tumor de Ehrlich na cabeca dos camundongos
leva, em 48 horas, ao desenvolvimento de tumor sélido adequado para a realizacao
de magnetohipertermia;

O implante de 2,75 x 10* células do tumor de Ehrlich na orelha dos camundongos
leva, em 48 horas, ao desenvolvimento de tumor solido adequado para a realizacédo
da terapia fotodindmica;

As células tumorais de Ehrlich quando aplicadas na cabeca na concentracdo de 5,5
x 10* células tumorais induzem desenvolvimento acelerado apés 10 dias de
implante, ndo sendo mais adequado para investigacdes antitumorais;

As células tumorais de Ehrlich quando aplicadas na orelha na concentracéo de 2,75
x 10* células tumorais induzem desenvolvimento mais apropriado para
investigacBes antitumorais pelo menos até 15 dias ap6s o implante;

Nanoesferas de albumina magnéticas (PAM) sdo eficazes no procedimento de
magnetohipertermia, levando a expressiva necrose do tumor solido de Ehrlich e
aparente auséncia de proliferacédo celular;

Nanoesferas de albumina contendo zinco-ftalocianina tetrassulfonada (PAF) sdo
eficazes no processo de terapia fotodindmica, levando a expressiva necrose do
tumor sélido de Ehrlich;

O procedimento de terapia fotodindmica nédo resulta em disturbios hematoldgicos e

bioguimicos, corroborando com as analises histoldgicas do figado e rim.

A terapia fotodinamica induz necrose equiparavel ao tratamento com doxorrubicina,

com menos efeitos adversos; estes dois tratamentos ndo apresentam efeito sinérgico ou

antagobnico.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Ao verificar a eficiéncia de amostras baseadas em nanoesferas de albumina em realizar
a magnetohipertermia e a terapia fotodinamica, este trabalho mostrou que, dependendo do
protocolo experimental, ambos os procedimentos causam pelo menos 60% de necrose
tumoral. Embora ndo tenham causado a remissdo total do tumor, as terapias revelaram
significativa atividade antiproliferativa, equiparavel a atividade antitumoral do quimioterapico
doxorrubicina sem, contudo, ter os seus efeitos adversos.

Uma tendéncia atual no tratamento anticancer é a de terapias combinadas. A
magnetohipertermia tem sido empregada em conjunto com a quimioterapia e a radioterapia,
com resultados bastante favoraveis. Atuando por diferentes mecanismos de acao, é possivel
que a combinacdo da magnetohipertermia com a terapia fotodinamica atinja graus de necrose
ainda mais expressivos do que o observado para cada uma das terapias isoladas,
potencializando, assim, o efeito terapéutico. As vantagens das terapias combinadas séo ainda
mais expressivas pelo uso de materiais nanoestruturados.

As nanoesferas de albumina, além de encapsular as nanoparticulas magnéticas, podem
também carrear a zinco-ftalocianina tetrassulfonada. Uma nova amostra contendo tanto as
nanoparticulas magnéticas, como a zinco-ftalocianina tetrassulfonada (PAMF) j& foi
desenvolvida e testes preliminares mostram que pode realizar as duas terapias (MHT e TFD)
simultaneamente.

As atividades que uma amostra nanoestruturada, como a PAMF, podem executar sao
notaveis. Suas dimensdes sdo compativeis com uma distribuicdo por todos os tecidos do
organismo. Sdo mais tardiamente reconhecidas pelo sistema imunitario por terem em sua
composigdo a albumina. Como as células tumorais superexpressam VAarios receptores para
proteinas plasmaticas, pois as utilizam como fonte de nitrogénio (SIMIONI et al., 2006),
PAMF pode se acumular preferencialmente na tecido alvo. Alem disso, a albumina apresenta
propriedades interessantes como a capacidade de ser conjugada a uma diversidade de ligantes
e farmacos de forma reversivel transportando, por meio do sistema circulatério, inUmeras
substancias fisiologicas com acidos graxos, cortisol, e pequenos ions como o calcio, o cobre e
0 zinco (SANTOS et al., 2004). Por incorporar nanoparticulas magnéticas, além de realizar a
magnetohipertermia, PAMF pode ser atraida ao alvo por meios magnéticos, aumentar o

contraste em imagens de ressonancia magnética e ainda atuar como sistema de entrega de
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drogas, a exemplo do carreamento da zinco-ftalocianina. Pelo fato de encapsular a zinco-
ftalocianina, PAMF realiza a TFD. Uma caracteristica bastante importante das nanoesferas de
albumina magnéticas foi recentemente descrita. Elas sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica, mostrando potencial para tratamento de doencas neuroldgicas e cancer
cerebral (ESTEVANATO, 2011; CINTRA et al., 2011). PAMF pode representar, portanto,

um importante instrumento no combate contra o cancer.
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