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RESUMO

Eletroquimioterapia é uma modalidade de tratamento local contra o cancer em que a administracdo de
quimioterapicos ndo penetrantes a membrana plasmatica é associada a aplicacdo de pulsos elétricos com
pardmetros bem estabelecidos, que abrem poros na membrana plasmatica e facilitam a entrada destes
farmacos nas células, aumentando sua citotoxicidade e reduzindo efeitos colaterais. A avaliagéo dos efeitos
da eletroquimioterapia sobre o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich em camundongos Swiss neste
trabalho teve como objetivo testar o uso in vivo do aparelho eletroporador desenvolvido pelo Departamento
de Engenharia Elétrica da Escola de Engenharia da UFMG para, em procedimentos futuros, aplicar a técnica
no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG. Para tanto, foram utilizados 40 camundongos
fémeas da linhagem Swiss, nos quais foram inoculadas células de tumor de Ehrlich, para o desenvolvimento
do tumor na forma solida. Apds 21 dias, os camundongos foram submetidos ao protocolo de tratamento
especifico e 17 dias depois foram eutanasiados e seus tumores coletados para analise histopatoldgica. A
eletroquimioterapia induziu perda de peso discreta e uma resposta inflamatéria no tumor que nao foi
observada nos outros grupos. O grupo tratado com bleomicina apenas apresentou maior porcentagem de
necrose. Ambos 0s grupos apresentaram menor indice de proliferacéo celular. A partir desse estudo pode-
se concluir que o tratamento sob anestesia foi bem tolerado pelos animais e que o aparelho eletroporador
desenvolvido pela Escola de Engenharia da UFMG é adequado para utilizagdo em um protocolo de
eletroquimioterapia.

Palavras-chave: Eletroquimioterapia, tumor experimental, camundongo
ABSTRACT

Electrochemotherapy is a local anticancer treatment in which non-permeant chemotherapeutic drugs are
associated with electric pulses of well-established parameters. The electric pulses cause pores to open on
the plasma membrane and facilitate drug transport, enhancing cytotoxicity and reducing side effects.
Assessment of electrochemotherapy effects on Ehrlich solid tumor development in this work aims to
evaluate in vivo usage of the electroporator device developed by Electric Engineering Department of Escola
de Engenharia of UFMG, so it can be used on future procedures on Hospital Veterinario of Escola de
Veterinaria of UFMG. Therefore, 40 Swiss mice were inoculated with Ehrlich tumor cells, and developed
the tumor in solid form. After 21 days, mice were subjected to specific treatment protocols and 17 days
later they were euthanized and the tumors collected for histopathology analysis. Electrochemotherapy
induced discrete weight loss and an inflammatory response in the tumor, which was not seen on the other
treatment groups. Bleomycin alone induced necrosis. Both groups showed lower cellular proliferation rates.
From this study, it was concluded that the animals tolerated well electrochemotherapy treatment under
anesthesia and the electroporator device developed by Escola de Engenharia of UFMG was adequate when
used in an electrochemotherapy protocol.

Keywords: Electrochemotherapy, experimental tumor, mouse
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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida dos animais de companhia estd aumentando e, com isso, também a
prevaléncia do cancer nestes animais, ja que é uma patologia geralmente de animais idosos. O
cancer ¢ a principal causa de mortalidade dos animais de companhia e 0s proprietarios estao
buscando, cada vez mais, tratamentos oncoldgicos adequados para que seus animais tenham maior
sobrevida com boa qualidade de vida (Withrow e Vail, 2007).

Os tratamentos para o cancer podem ser divididos em categorias diferentes baseadas nos seus
objetivos e modo de acdo. Muito frequentemente, diferentes tipos de tratamento sdo usados em
associagdo, seja simultaneamente ou sequencialmente, incluindo em geral, trés modalidades
principais, cirurgia e radiacao (tratamento local) e quimioterapia (tratamento sistémico) (Sersa et
al., 2006).

A eletroquimioterapia consiste na quimioterapia seguida da eletroporacéo do tumor para aumentar
a entrada do farmaco nas células (Sersa et al., 2003). A eletroporagdo é o aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica causado pela aplicacdo de pulsos elétricos externos a
célula (Silva, 2011). A eletroporacdo facilita o transporte do farmaco através da membrana celular
apenas para moléculas pobremente ou ndo penetrantes, portanto, os farmacos candidatos a serem
usados na eletroquimioterapia sdo limitados aqueles que séo hidrofilicos ou tém sistemas de
transporte na membrana limitados (Sersa et al., 2006; Sersa et al., 2008). Um farmaco ndo
penetrante é uma molécula que ndo consegue se difundir através da membrana plasmatica devido
ao seu tamanho e propriedades fisico-quimicas (Mir, 2006). Assim, as doses dos farmacos podem
ser drasticamente reduzidas, j& que a eletropora¢do aumenta a eficacia dos farmacos varias vezes
no local da aplicacdo dos pulsos elétricos, o que reduz os efeitos colaterais (Larkin et al., 2007).

O principio béasico da eletroporacdo é que os pulsos de campo elétrico promovem uma
reorganizacdo da membrana celular mediada eletricamente (os chamados “eletroporos” ou
“defeitos permeaveis transientes”). Isto € um evento localizado na superficie da célula, induzido
quando a forca do campo local excede um limiar critico. Moléculas polares podem, entéo,
atravessar a membrana (Cemazar et al., 2008).

A eletroporagdo da membrana plasmatica é obtida se a célula for submetida a um campo elétrico
suficientemente alto. Isto depende das caracteristicas dos pulsos elétricos e da sua distribui¢do no
tecido, o que é controlado pela geometria dos eletrodos e tecido (Sersa et al., 2006). A
permeabilizacdo ocorre pela formagdo de poros na estrutura da membrana e possui diversas
aplicacOes na biotecnologia. Uma vez que a eficacia da eletroporacéo varia, entre outros fatores,
com os parametros dos pulsos do campo elétrico exdgeno, faz-se importante o desenvolvimento
de equipamentos que permitam o controle de tais caracteristicas (Silva, 2011).

Com relagdo ao procedimento, a eletroquimioterapia é facil e rapida de realizar. Os requerimentos
sdo uma sala adequada para a preparacéo e tratamento do paciente e um eletroporador com
diferentes tipos de eletrodos que sdo usados para diferentes tamanhos de nddulos tumorais (Sersa
et al., 2003). Nédulos unicos ou multiplos podem ser tratados usando anestesia sistémica (Mir et
al., 2006). Apos o tratamento, 0s pacientes ndo precisam de atencdo ou medicacao especial (Sersa
et al., 2003).

Apesar dos estudos ja existentes sobre a utilizacdo e eficacia da eletroquimioterapia, ha poucas
opcOes de aparelhos eletroporadores para uso in vivo disponiveis comercialmente no Brasil.
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Assim, foi desenvolvida esta parceria entre a Escola de Veterinaria e a Escola de Engenharia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para a construcdo de tal aparelho. Uma vez
confeccionado e comprovada a sua aplicabilidade e eficacia, este aparelho podera ser utilizado
nos pacientes portadores de neoplasias espontaneas, se constituindo em mais uma opc¢éao
terapéutica para a oncologia veterinaria.

2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:
o Testar 0 uso in vivo do aparelho eletroporador desenvolvido pelo Departamento de
Engenharia Elétrica da Escola de Engenharia da UFMG;
e Avaliar a utilizacdo do aparelho em protocolo de eletroquimioterapia no tumor sélido de
Ehrlich em camundongos Swiss;
e Auvaliar os efeitos do protocolo de eletroguimioterapia no desenvolvimento do tumor
s6lido de Ehrlich em camundongos Swiss.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Eletroquimioterapia

Eletroquimioterapia ¢ um tratamento local contra o cancer que combina o uso de farmacos a
pulsos elétricos gerados por um aparelho eletroporador para se conseguir o controle local de
tumores sélidos. O procedimento consiste da aplicacdo de curtos campos elétricos de alta
intensidade nas células, com consequente aumento transiente da permeabilidade da membrana
plasmatica a varias moléculas (Fig. 1) (Miklavcic et al., 2014).

(a) (b) (c) (d)
o By o] o /'\. .
. '.t"'t.
o ® eoo e
[e) @ @ ‘e 70“., ® "'-....ﬁ":
i 1
| | PR — =
I I Tempo
Administracao Aplicagao dos pulsos

do quimioterapico

Figura 1. Conceito basico da eletroquimioterapia: a) ap6s a administragdo, o quimioterapico
circunda a célula; b) formacgao de poros ap6s a aplicacdo dos pulsos, 0 quimioterdpico entra na
célula; ¢) a membrana se fecha, o quimioterapico fica aprisionado dentro da célula; d) o
quimioterapico induz a morte celular (Modificado de Miklavcic et al., 2012).

A eletroporacdo da membrana plasmatica é obtida se a célula for submetida a um campo elétrico
suficientemente alto. Isto depende das caracteristicas dos pulsos elétricos e da sua distribuicdo no
tecido, o que é controlado pela geometria dos eletrodos e tecido (Sersa et al., 2006). Os seguintes
parametros foram estabelecidos para eficAcia méxima da eletroporacdo, sem induzir
permeabilizacdo irreversivel: oito pulsos elétricos consecutivos, de onda quadrada uni ou bipolar,
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com 100 psegundos (us) de duragéo, frequéncia de 1 hertz (Hz) ou 5 kHz e tensdo de 1000 a 1300
V/cm (Mir, 2006; Sersa et al., 2006; Larkin et al., 2007; Cemazar et al., 2008).

Quando uma célula é exposta a um campo elétrico externo, como usado na eletroquimioterapia,
é gerada uma diferenca de tensdo transmembrana através da membrana celular devido as
diferencas entre as propriedades elétricas da membrana celular, citoplasma e meio externo
(Cemazar et al., 2008). O campo elétrico distribuido através dos eletrodos gera uma diferenca de
tensdo suficiente que ultrapassa o limiar para a permeabilizacdo da membrana celular. A criacdo
de um campo elétrico homogéneo ao redor de toda a massa tumoral é o elemento mais critico para
0 sucesso do tratamento (Larkin et al., 2007). A diferenca de tensdo transmembrana induzida nao
é uniforme na superficie da célula e é méaxima nas superficies da célula voltadas para os eletrodos
(Cemazar et al., 2008). Portanto, a orientacdo da célula com relacdo ao campo elétrico no
momento da eletroporacao determina seu grau de permeabilizacdo (Fig. 2) (Larkin et al., 2007).

a) o SU.
1 2
E.>E.
a4 B
S o
. S
2 > o T
v \v/
C) E,>E, d)
- P«
=l © =l >
STo= . S

~ ~

e > e O

Figura 2. Eletroporagdo da membrana plasmatica das células de acordo com a intensidade e
direcdo do campo elétrico e de acordo com o formato e orientagdo das células no espago
(Modificado de Corovic et al., 2009).

A administracdo de 4 + 4 pulsos administrados perpendicularmente melhora o efeito da
eletroquimioterapia, pois essa mudanga na orientacdo faz com que toda a massa tumoral seja
envolvida pelos eletrodos e mais células tumorais sédo expostas ao campo elétrico acima do valor
limiar para a eletropermeabilizacéo efetiva (Cemazar et al., 1995).

A principio, existem dois tipos diferentes de eletrodos: eletrodos em placa e eletrodos de agulhas

(Fig. 3). Os eletrodos em placa sdo usados para o tratamento de lesdes de pele ou superficiais e
sdo compostos por duas placas paralelas de aco inoxidavel (Sersa et al., 2008; Kodre et al., 2009).
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Figura 3. Eletrodos em placa e em agulhas usualmente utilizados para a realizagdo da
eletroquimioterapia (Esope Newsletter, 2003).

Os eletrodos de agulhas séo de dois tipos: as agulhas s@o posicionadas em duas filas paralelas ou
em um arranjo circular (hexagonal). Em contraste com os eletrodos em placa, os eletrodos de
agulhas devem ser inseridos no tecido tumoral até a borda tumoral profunda. Em ambos 0s casos
(placa ou agulha), tumores maiores podem ser tratados reposicionando-se os eletrodos de forma
que todo o volume tumoral seja tratado por um campo elétrico suficientemente alto (Sersa et al,
2008).

Os pulsos usados sdo selecionados para permitir a permeabilizacdo reversivel e transiente, e nao
para a ruptura completa e irreversivel da membrana celular. Portanto, no cenério ideal, a maioria
das células sdo eletroporadas, algumas sdo eletroporadas irreversivelmente (células mais perto
dos eletrodos), e uma pequena porcentagem ndo € eletroporada devido a sua orientagdo e formato
no momento da eletroporagdo (Larkin et al., 2007).

A aplicagdo de pulsos elétricos nos tumores induz a contragdo dos muasculos subjacentes. As
contragdes musculares sao dolorosas, mas a dor se dissipa imediatamente ap6s a aplicacdo dos
pulsos elétricos (Sersa et al., 2006). Assim, surgiu o interesse em se usar a frequéncia de repeticdo
de 5 kHz. Com esta frequéncia, o segundo pulso (e os pulsos subsequentes) sdo aplicados durante
0 periodo refratario de contracdo muscular que se segue ao primeiro pulso. Portanto, apenas uma
Unica contragdo muscular (e a reagao desagradavel associada a ela) é provocada pelos oito pulsos.
Além disso, hd uma reducdo consideravel no tempo necessério para tratar um nédulo. O tempo
de oito segundos passa para apenas 0 tempo necessario para apertar o pedal de ativacao, ja que a
cadeia de oito pulsos passa a durar apenas 1,5 milisegundos. Isto pode ser importante no caso de
pacientes com um grande nimero de nédulos (Mir et al., 2003).

A bleomicina é um antibidtico antineoplasico hidrossoltvel que tem sido usado em uma variedade
de tumores humanos e caninos. E um agente extremamente toxico uma vez dentro da célula, mas
esta citotoxicidade intrinseca elevada é restringida pela inabilidade da bleomicina de se difundir
livremente através da membrana plasmatica (Pron et al., 1993; Mir et al., 1996; Gothelf et al.,
2003). A eletroquimioterapia aumenta a concentragdo intracelular de bleomicina em 300 a 700
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vezes, com uma consequente elevacgdo da citotoxicidade na ordem de milhares de vezes (Larkin
et al., 2007).

A acdo da bleomicina ocorre através de cortes simples ou duplos na fita de é&cido
desoxirribonucleico (DNA). As células morrem porque alguns cortes duplos permanecem nao
reparados. A citotoxicidade é elevada quando as células tentam se dividir porque o seu
cromossomo estd fragmentado, enquanto as células quiescentes permanecem Vvivas,
metabolicamente estaveis. Isso se deve ao fato de que a probabilidade desses cortes no DNA
afetarem a expressdo de um gene de manutencgdo essencial é quase nula. Este processo de morte
celular mitotica (pseudoapoptose) resulta na morte seletiva das células em divisdo (tumorais) e
poupa as células que ndo estdo em divisdo (células normais) ao redor do tumor tratado (Mir,
2006).

A vantagem da eletroquimioterapia é que, pela potenciac¢do local do acimulo intracelular de
farmaco pela aplicagdo de pulsos elétricos, doses cumulativas menores dos farmacos
quimioterapicos sdo necessarios, 0 que resulta no ndo aparecimento de efeitos colaterais. Na
guimioterapia, um dos maiores problemas é como introduzir uma quantidade suficiente do
farmaco quimioterapico dentro das células tumorais para a morte celular eficaz, enquanto se
minimiza a concentragdo nas células normais e, portanto, se poupa os tecidos normais (Tozon et
al., 2005).

Na quimioterapia de pequenos animais, a mielossupresséo e a toxicidade gastrointestinal sdo os
efeitos colaterais mais comuns para a grande maioria dos farmacos. A bleomicina pode induzir
efeitos colaterais agudos ou tardios, especialmente na quimioterapia sisttmica combinada com
outros agentes ou com a radioterapia. As toxicidades agudas da bleomicina incluem febre,
anorexia, e reacOes alérgicas, incluindo a anafilaxia (Tozon et al., 2005). A principal toxicidade
tardia da bleomicina ¢ a fibrose pulmonar, que pode ocorrer com doses cumulativas superiores a
400.000 Ul em humanos (Lanore e Delprat, 2004).

Doses de bleomicina sem nenhuma ou minima eficacia antitumoral quando usadas isoladamente,
produziram aproximadamente 80% de respostas objetivas quando administradas usando a técnica
da eletroquimioterapia. As doses usadas do farmaco foram baixas o suficiente para ndo causar
efeitos colaterais. A rota de administracdo € intravenosa (IV) ou intratumoral (IT) (Cemazar et
al., 2008). A bleomicina deve ser administrada em um bolus e ndo em infusdo lenta (quando
administrada pela via intravenosa), porque € necessario atingir uma concentracdo minima no
tecido (Mir, 2006). Para o cdo, a dose para a administracdo |1V da bleomicina é de 15000 Ul/m2,
enquanto para a administragcdo IT, a dose da bleomicina é aproximadamente 1000 Ul/cm? do
tumor.

A injecdo intratumoral de bleomicina requer, em principio, menor dose de bleomicina. A
guantidade total injetada depende do volume do nédulo e do nimero de nédulos a serem tratados.
Assim, para o tratamento de grandes massas tumorais ou de um grande nimero de nédulos, a
vantagem da reducdo na dose, com relacdo a injecdo sistémica pode ser perdida. E ainda, a
necessidade de injetar casa nddulo separadamente torna o procedimento mais demorado e menos
seguro porque é muito dificil perfundir confiavelmente toda a massa tumoral (Mir, 2006).

O intervalo de tempo entre a administracdo do farmaco e a aplicagdo dos pulsos elétricos é

importante porque no momento da aplicacdo, uma quantidade suficiente do farmaco deve estar
presente no tumor (Sersa et al., 2006; Cemazar et al., 2008). Quando o farmaco é administrado
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sistemicamente (IV), os pulsos elétricos precisam ser aplicados no tumor durante o pico
farmacocinético, o que acontece entre 8 a 28 minutos em humanos; para a administragdo
intratumoral, no entanto, os pulsos precisam ser aplicados de 1 a 10 minutos apds a injecdo do
farmaco (Sersa et al., 2008).

Os pacientes sdo submetidos a anestesia geral para alivio da dor associada a injecdo do
quimioterapico e aplicacdo dos pulsos elétricos no tumor. O procedimento tem curta duracéo e
ndo implica em efeitos colaterais, portanto pode ser realizado em ambulatério ou com internagdo
de um dia. A eletroquimioterapia é um tratamento f4cil, seguro e altamente eficaz para nddulos
cutaneos e subcutaneos de varios tipos histologicos (Marty et al., 2006).

3.2. Tumor de Ehrlich

Os avangos na ciéncia, na oncologia e na biologia molecular tém contribuido para a melhoria no
diagnostico, pesquisa e nas estratégias terapéuticas dos tumores. O desenvolvimento de modelos
experimentais de tumores, tém contribuido para o estudo de seu desenvolvimento, mecanismos
envolvidos nas metastases e no teste de substancias com agdo antineopléasica (Ferreira, 2006).

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantavel de origem epitelial maligna e corresponde a
um adenocarcinoma mamario de camundongo fémea. Foi transplantado pela primeira vez por
Paul Ehrlich em 1906 (Ehrlich, 1906). A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis,
em comparagdo as demais, recai sobre o conhecimento prévio da quantidade e caracteristicas
iniciais das células tumorais a serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rapido da neoplasia,
que restringe o tempo de estudo (Stewart et al., 1959; Silva et al., 2006).

O tumor de Ehrlich cresce em vérias linhagens de camundongos na forma ascitica, quando é
inoculado intra-peritonealmente, e na forma sélida, quando € inoculado no subcutaneo (Ehrlich,
1906). A forma sdlida pode ser descrita morfologicamente por células com alto grau de atipia
(anaplasia) e pleomorfismo, caracterizadas por nucléolos proeminentes e numerosos, cromatina
condensada, mitoses atipicas ou aberrantes, indice mitético alto e relagdo nucleo-citoplasma
elevada. O estroma é constituido por fibras colagenas e delicados capilares (Dagli, 1989; Silva et
al., 2006). Observam-se extensas areas de necrose e hemorragia (Silva et al., 2006). Esta neoplasia
apresenta crescimento bastante agressivo, com proliferacdo celular acelerada e invasédo de tecidos
adjacentes (Ferreira, 2006).

Metastases ndo sdo comuns no tumor de Ehrlich, exceto metastases para os linfonodos regionais
(Dagli, 1992). No estudo de Ribeiro et al. (2012), que avaliou o efeito do extrato de Arrabidaea
chica no desenvolvimento do tumor de Ehrlich, ndo foram observadas metastases para o linfonodo
regional nem no grupo controle.

O tumor de Ehrlich tem sido escolhido como um modelo de tumor experimental de crescimento
rapido em que varios desenhos experimentais para tratamentos oncoldgicos podem ser testados
(Elbialy et al., 2010; Elbialy e Mady, 2015).

3.3. Proliferacéo celular
A proliferacdo celular descreve um estado geneticamente distinto em que uma célula é competente

para progredir através do ciclo celular, que é o processo fisico através do qual o DNA e a célula
sdo replicados, ou seja, processo através do qual as células alternam a sintese de DNA e a mitose
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e asseguram que cada um desses processos terminou antes que 0 outro possa comegar. Este
controle cuidadoso ¢ articulado nos “checkpoints” — mecanismos que avaliam o progresso de cada
fase do ciclo celular e apenas ap6s a conclusdo de cada fase permitem a progressdo para a proxima
(Evan et al., 1995).

Uma das mais importantes caracteristicas da transformagéo neoplasica é a perda do controle do
ciclo celular, o que possibilita a expansao clonal (Ceccarelli et al., 2000). A determinacdo da
proliferacdo a partir da avaliagdo do indice mitotico, citometria de fluxo, marcadores imuno-
histoquimicos e histoquimicos tem sido amplamente utilizada, apresentando valor diagndstico e
prognostico na patologia tumoral (Crocker et al., 1989; Pich et al., 2000; Silva et al., 2006).

N&o ha um consenso para qual o melhor indice de proliferacdo, ou a melhor metodologia, reagente
ou interpretacdo dos dados. Uma correlacdo forte normalmente existe ente os métodos, mesmo
gue eles ndo mensurem as mesmas entidades bioldgicas (Spyratos et al., 2002).

A proteina Cdc47 é essencial para a iniciacdo da replicacdo do DNA e esta preservada desde 0s
fungos até os seres humanos. Durante a mitose, Cdc47 entra no nucleo, onde permanece até a
iniciacdo da replicacdo do DNA e depois e rapidamente exportada de volta para o citoplasma. Os
niveis da proteina Cdc47 ndo variam durante o ciclo celular, mas a expressdo do gene CDC47 e
a sintese de Cdc47 ocorrem tardiamente no ciclo celular, coincidindo com a mitose (Dalton e
Whitbread, 1995). A identificagdo de nudcleos com expressdo de Cdc47 é utilizada para a
determinagdo das células que estejam em duplicacéo e, por isso, é utilizada para determinar a taxa
de proliferagdo celular (Dalton e Whitbread, 1995; Gomes et al., 2008).

3.4. Apoptose e necrose

A morte celular é tipicamente discutida dicotomicamente como necrose ou apoptose. Apoptose é
descrita como um processo ativo e programado de desmontagem celular autbnomo que evita
induzir a inflamacéo. Necrose tem sido caracterizada como morte celular passiva e acidental
resultante de perturbagdes ambientais com liberacdo descontrolada de contetdos celulares
inflamatorios (Fink e Cookson, 2005).

Apoptose ou morte celular programada é um mecanismo de suicidio celular geneticamente
controlado que tem um papel crucial no desenvolvimento e na defesa da homeostase (Kerr et al.,
1972; Cryns e Yuan, 1998; Elmore, 2007). E um processo ativo, no qual a célula sofre contracio
e condensacdo de suas estruturas, fragmenta-se, sendo fagocitada por células vizinhas e por
macrofagos residentes, ndo ocorrendo nela o fendmeno de autolise (Brasileiro Filho, 2006). As
células respondem a uma variedade de sinais diferentes cometendo suicidio através de uma série
de eventos dramaticos, mas extraordinariamente uniformes (Kerr et al., 1972; Cryns e Yuan,
1998, Elmore, 2007).

As células defeituosas sdo eficientemente removidas pela apoptose: dano fisico e genético sdo
dois dos gatilhos mais eficientes para apoptose nas células dos mamiferos (Evan et al., 1995).
Morfologicamente, as células em apoptose demonstram condensacgdo nuclear/citoplasmatica e
protrusdes membranares. Estas mudancas iniciais sdo seguidas pela fragmentacdo dos conteidos
nucleares e subsequente encapsulamento destes fragmentos em “corpos apoptoticos” que sdo
rapidamente e discretamente consumidos pelas células adjacentes (Kerr et al., 1972; Cryns e
Yuan, 1998, Elmore, 2007). Em uma célula individual, o processo de apoptose é muito rapido,
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durando entre 30 minutos a algumas horas tipicamente, e 0s debris apoptéticos resultantes
também s&o rapidamente removidos do estroma por fagocitose (Evan et al., 1995).

Estas manifestacOes caracteristicas da apoptose refletem a ativacdo de um aparato de morte celular
intrinseco que foi conservado durante a evolucdo. No centro deste aparato estd uma familia de
proteases chamadas de caspases (proteases de cisteina com especificidade para o aspartato), que
sdo efetores universais da morte celular apoptotica. Reminiscentes do sistema complemento da
defesa do hospedeiro, as caspases sdo arranjadas em uma cascata proteolitica que serve para
transmitir e amplificar os sinais de morte celular. Sob condi¢bes normais, as caspases estdo
presentes no citosol como proenzimas inertes que nao apresentam perigo para a célula. Para uma
célula sofrer apoptose, as caspases precisam ser ativadas por um processo proteolitico, um evento
que leva a auto-amplificagdo da cascata de prote6lise entre as caspases. Um estimulo apoptético
como agentes que causam dano ao DNA disparam a liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial para
o citoplasma; uma vez no citoplasma, o citocromo ¢ interage com outros fatores para formar um
complexo ativador da caspase-3 (Cryns e Yuan, 1998). A caspase-3 é essencial para algumas das
mudancas caracteristicas na morfologia celular e certos eventos bioquimicos associados com a
execucdo e finalizacdo da apoptose (Porter e Janicke, 1999). H& maltiplas barreiras para prevenir
a morte celular inadequada: inibidores endogenos bloqueiam a iniciagdo da cascata de caspase
e/ou interrompem sua progressao. ApOs sua ativacdo meticulosamente protegida, as caspases
iniciam sua acdo na célula clivando seletivamente um numero de “substratos da morte” (Cryns e
Yuan, 1998).

Necrose é o termo atualmente usado para morte celular acidental ndo apoptética (Fink e Cookson,
2005). No entanto, morte celular € um processo que leva ao ponto de ndo retorno, enguanto
necrose estd completamente estabelecida ap6s 12 a 24 horas. Em outras palavras, as células
morrem muito antes das mudancas necréticas serem vistas na microscopia de luz (Majno e Joris,
1995).

A morte celular patoldgica ndo é regulada e € invariavelmente lesiva ao organismo. Pode ser
consequente a diferentes danos a integridade da célula (por exemplo isquemia, queimaduras e
toxinas). Quando a agressdo interfere em uma estrutura ou funcdo vitais de uma organela
(membrana plasmatica, mitocéndrias, etc.) e ndo desencadeia a cascata enzimatica da apoptose
preexistente, o processo é denominado necrose (Rubin e Strayer, 2006).

No nivel celular, a necrose caracteriza-se por tumefacdo celular e de organelas, deplecdo de
trifosfato de adenosina (ATP), aumento da permeabilidade da membrana plasmaética, liberagdo de
macromoléculas e, por fim, inflamac&o (Rubin e Strayer, 2006). E demonstrada por mudancas
irreversiveis no nudcleo (cariolise, picnose e cariorrexis) e no citoplasma (condensacdo e
eosinofilia intensa, perda de estrutura e fragmentacdo) (Majno e Joris, 1995). Embora os
mecanismos responsaveis pela necrose dependam da natureza da agressao e do érgao envolvido,
a maioria dos exemplos de necrose compartilha certas semelhangas quanto ao mecanismo.
Qualquer que seja a natureza da agressdo letal, a necrose celular € marcada por ruptura de funcao
de barreira a permeabilidade da membrana plasmatica. O distirbio do equilibrio idnico interno
parece representar o “ponto sem volta” para a célula lesada (Rubin e Strayer, 2006).
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3.5. Inflamacéo

A inflamacdo é uma reacdo dos tecidos vascularizados, caracterizada morfologicamente pela
saida de liquido e de células do sangue para o intersticio. O elemento morfoldgico essencial da
inflamacdo € o exsudato celular. Elas s&o muito frequentes, pois aparecem apés a agdo dos mais
diferentes agentes agressores fisicos, quimicos ou bioldgicos (agente inflamatério ou flogégeno).
A acdo do agente flogégeno e/ou das células do exsudato pode produzir lesGes nos tecidos,
inclusive necrose (Pereira, 1994).

Os processos inflamatérios possuem etapas semelhantes: a irritacdo, alteracdes vasculares,
exsudacdo plasmatica e celular, lesdes degenerativas e necroticas, proliferacdo conjuntiva e
vascular reparadora e, nas inflamac6es cronicas, as modificacdes das células do exsudato. Tais
componentes ndo sao isolados no tempo. Embora tenham seu inicio em momentos sucessivos, ou
seja, um se inicia depois do inicio do outro, muitas vezes se superpde durante o desenrolar do
processo (Pereira, 1994).

O processo da cascata da inflamagdo é complexo e é dividido primariamente em duas partes,
agudo ou crdnico, que pode ser benéfico ou prejudicial. A inflamacéo aguda é caracterizada pelo
inicio réapido e curta duragdo. Ocorre exsudacdo de fluido e proteinas plasmaticas e migracao de
leucécitos, principalmente neutréfilos, para a area danificada. Acredita-se que esta resposta
inflamatoria aguda seja um mecanismo de defesa contra bactérias, virus e parasitas, enquanto
facilita o reparo de feridas. A inflamacéo cronica tem uma duracdo mais prolongada e se manifesta
histologicamente pela presenca de linfécitos e macréfagos, resultando em fibrose e necrose
tecidual (lwalewa et al., 2007).

O papel da inflamacdo na tumorigénese é amplamente aceito e se tornou evidente que um
microambiente inflamatério € um componente essencial de todos os tumores, incluindo alguns
em que uma relacdo causal direta com a inflamacao ainda ndo tenha sido provada (Mantovani et
al., 2008; Grivennikov et al., 2010).

Células e mediadores inflamatorios estdo presentes no microambiente da maioria, se nao de todos,
os tumores, independente do gatilho para o seu desenvolvimento. Um infiltrado de leucdcitos, de
tamanho, composic¢do e distribuicdo variados faz parte deste microambiente tumoral. Seus
componentes incluem macréfagos associados ao tumor, mastdcitos e linfécitos T. O papel preciso
destes varios componentes do microambiente inflamatdrio na progressdo dos tumores ainda ndo
foi esclarecida (Mantovani et al., 2008).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aparelho eletroporador

O aparelho eletroporador foi desenvolvido pelo Departamento de Engenharia Elétrica da Escola
de Engenharia da Universidade Federal de Minas Gerais (Santos, 2014).

Foi utilizado um sistema de chaveamento controlado por microcontroladores para entregar pulsos
de tensdo com amplitude maxima de 1000V a carga bioldgica. A unidade de chaveamento
utilizada foi o MOSFET K119, que suporta tensdes de até 1000V e tempos de chaveamento
minimos de 100ns (Santos, 2014).
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A apresentacdo dos dados foi realizada por meio do monitor do microcomputador utilizado para
o controle da placa de aquisicdo. Para a producdo de uma fonte de alta tensdo compacta, decidiu-
se pelo uso de um circuito multiplicador capacitivo de trés estagios (Santos, 2014).

O chaveamento bipolar foi obtido pelo uso de um circuito ponte H. A aplicacdo dos estimulos
elétricos foi feita através de ponteiras. As ponteiras sdo constituidas por trés partes: conectores,
empunhadura e eletrodos (Santos, 2014).

4.2. Animais

Todos os procedimentos deste trabalho foram realizados de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal, sendo aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG) sob protocolo 206/2014. Os animais foram provenientes do Biotério do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Foram utilizados 40 camundongos fémeas da linhagem Swiss com 45 dias de idade, alojados em
caixas plasticas (5 animais/caixa), que receberam a mesma racdo comercial e agua ad libitum. Os
camundongos foram submetidos a um regime de 12 horas de luz e 12 horas sem luz. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos divididos em dois subgrupos de 5 animais, e todos foram
inoculados com células de tumor de Ehrlich, no flanco esquerdo. Apdés 21 dias, quando os tumores
atingiram aproximadamente 0,94 cm?® os camundongos foram submetidos ao protocolo de
tratamento especifico.

4.3. Tumor Experimental de Ehrlich

Utilizou-se o tumor de Ehrlich, mantido no Laboratério de Patologia Comparada do
Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, na forma ascitica, em camundongos da linhagem Swiss. O protocolo para a
manutencdo desse tumor foi realizado pela obtencéo de cerca de 0,2 mL de fluido ascitico, colhido
de animais portadores de tumor ascitico e imediatamente inoculados via intraperitoneal em
camundongos sadios. Esse procedimento foi repetido uma vez por semana.

4.4. Preparo e inoculagdo das células tumorais

O preparo das células tumorais incluiu a lavagem, a contagem das células e o teste de viabilidade
das mesmas. Com o auxilio de seringas e agulhas estéreis e descartaveis, foram retirados 3,0 mL
de fluido ascitico de um camundongo pré-inoculado ha 7 dias com o tumor de Ehrlich pela via
intraperitoneal. Esse fluido foi centrifugado (3000 rpm) durante trés minutos, o sobrenadante
desprezado, as células ressuspensas em salina fisiolégica e novamente centrifugadas. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes para a obtengdo de um liquido denso e claro,
correspondente a uma suspenséo celular com o minimo de fibrina e hemacias.

Seguiu-se entdo, a contagem e teste de viabilidade das células tumorais. Para isso, foram retirados
20 pL da suspensdo celular, adicionando esta fracdo a um tubo de hemolise, contendo 1980 pL
de salina fisiologica. Ap6s homogeneizacdo do mesmo, foram retirados 100 uL dessa suspensao
diluida que foi adicionada a 100 uL do corante Azul de Tripan a 0,1 %. A contagem das células
foi realizada em hemocitdmetro de Neubauer nos quatro quadrantes externos. As células coradas

22



pelo Azul de Tripan foram consideradas inviaveis, e as células translicidas consideradas viaveis.
A viabilidade das células neoplésicas foi de 93,5%, ou seja, apenas 6,5% das células apresentaram
coloracdo azulada. A férmula para determinacdo do numero de células viaveis foi deduzida,
segundo Dagli (1989):

NuUmero de células por mL = Numero de células contadas X Fator de correcdo

Sendo que:
Fator de correcao = Fator de profundidade X _Fator de diluicao
Area contada
Onde: Assim:
Fator de profundidade = 10 Fator de correcdo =5 x 10°

Fator de diluicao = 200
Area contada = 4 mm?
Conversdo de mm?paramL = x 103

Com o auxilio de seringa e agulhas estéreis e descartaveis, os camundongos receberam uma
injecdo subcutanea de 0,05 mL da suspenséo celular, contendo 2,5x10° células tumorais, no flanco
esquerdo, para obtencdo do tumor na forma sélida.

4.5. Formulacéo da droga

O sulfato de bleomicina® foi obtido em p6 e diluido com agua de injecéo (1000 Ul em 1,0 mL).
A solugdo de bleomicina foi administrada diretamente nos nodulos, IT.

4.6. Protocolos de tratamento

Os pulsos elétricos foram administrados através de um eletrodo com agulhas (duas fileiras
paralelas de agulhas de aco inoxidavel de 1 mm de didmetro e 8 mm de comprimento e com uma
distancia interna entre as fileiras de 5 mm) (Esope, 2003). Oito pulsos de onda quadrada (4+4),
com duracdo de 100 psegundos cada, 1300 V/cm de amplitude e frequéncia de 5 KHz foram
gerados pelo aparelho eletroporador desenvolvido pelo Departamento de Engenharia Elétrica da
Escola de Engenharia da UFMG (Fig. 4).

Todos os camundongos foram submetidos a um protocolo anestésico de morfina? (2mg/kg),
maleato de midazolam® (3mg/kg) e cetamina® (20mg/kg) na mesma seringa pela via
intramuscular, imediatamente antes de serem submetidos aos seus respectivos tratamentos:
Grupo 1 (Controle) — Os camundongos no grupo controle receberam 0,2 — 0,6 mL de solugdo de
NaCl 0,9% pela via intratumoral, de acordo com seus respectivos volumes tumorais. O eletrodo
de agulhas paralelas foi introduzido nos nédulos, mas os pulsos ndo foram disparados.

Grupo 2 (Bleomicina) — Os camundongos no grupo da bleomicina receberam 0,2 — 0,6 mL da
solugdo de bleomicina (1000UI/mL) pela via intratumoral, de acordo com seus respectivos

! Tecnomicina®, Zodiac Produtos Farmacéuticos S.A., Pindamonhangaba, S&o Paulo, Brasil.
2 Dimorf®, Cristalia, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil.

3 Midazolam, Medley Industria Farmacéutica Ltda., Campinas, Sdo Paulo, Brasil.

4 Ketamin®, Cristalia, ltapira, S&o Paulo, Brasil.
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volumes tumorais. O eletrodo de agulhas paralelas foi introduzido nos nddulos, mas os pulsos ndo
foram disparados.

Grupo 3 (Pulsos elétricos) — Os camundongos no grupo de pulsos elétricos receberam 0,2 — 0,6
mL de solucdo de NaCl 0,9% pela via intratumoral, de acordo com seus respectivos volumes
tumorais. Foram administrados grupos de 8 pulsos de onda quadrada divididos em duas
sequéncias de 4 pulsos. A segunda sequéncia de 4 pulsos foi administrada perpendicularmente a
primeira. Foram administrados tantos grupos de pulsos quantos necessarios para realizar a
eletroporacdo completa do nddulo.

Grupo 4 (Pulsos elétricos + bleomicina) — Os camundongos no grupo da eletroquimioterapia
receberam 0,2 — 0,6 mL da solucdo de bleomicina (1000Ul/mL) pela via intratumoral, de acordo
com seus respectivos volumes tumorais. Receberam também grupos de 8 pulsos de onda quadrada
divididos em duas sequéncias de 4 pulsos. A segunda sequéncia de 4 pulsos foi administrada
perpendicularmente a primeira. Foram administrados tantos grupos de pulsos quantos necessarios
para realizar a eletroporacdo completa do nddulo. Os pulsos elétricos foram aplicados
imediatamente apds a administracdo da bleomicina.

4.7. Acompanhamento do crescimento tumoral

Durante o periodo experimental foram avaliados o crescimento tumoral e 0 peso dos grupos
estudados. Devido a alta taxa de crescimento do modelo tumoral de Ehrlich, a mudanga no volume
tumoral (AV) foi monitorada por um periodo de dezessete dias para todos 0s 4 grupos, apos serem
submetidos aos seus respectivos tratamentos. A curva de crescimento tumoral foi feita a partir da
formula V = abz/6, em que V é o volume tumoral, a é o maior didmetro e b é o didmetro
perpendicular a a (Elbialy et al., 2010; Elbialy e Mady, 2015). As mensurac¢des foram realizadas
com o auxilio de um paquimetro a cada dois dias apés a inoculagédo do tumor.

Apbs o periodo de acompanhamento, os animais foram eutanasiados e necropsiados. Os tumores
foram coletados para analise histopatoldgica.

4.8. Estudo histopatolégico

Fragmentos do tumor primario foram fixados em formol a 10% tamponado, processados e
incluidos em parafina. Seccdes histoldgicas de 4um foram coradas em hematoxilina-eosina (H.E.)
e utilizadas para a analise histomorfol6gica e histomorfométrica do tumor primario. Na analise
histomorfométrica, foram realizados os procedimentos descritos por Pereira et al. (2013). Para a
analise histomorfométrica, foi calculada a porcentagem das areas de neoplasia, necrose,
inflamacdo (angiogénese, hemorragia e edema) e tecido normal em 15 campos histolégicos, com
identificacdo de 25 pontos equidistantes por campo histologico capturado. As imagens
histoldgicas foram obtidas a partir do sistema de captura com microcdmera SPOT Basic® 3.4.5
adaptada em um microscopio Olympus (BX-40). As imagens foram analisadas com utilizacdo do
software Corel Draw® versdo 7.468.

4.9. Imuno-histoquimica
Para a analise imuno-histoquimica, foram obtidos cortes seriados de 4 um a partir dos blocos de
parafina, transferidos para laminas gelatinizadas e posteriormente desparafinizados e reidratados.

Todas as fases de preparacao das laminas foram acompanhadas por um controle positivo definido
no folder do anticorpo para o anticorpo testado e um controle negativo (sem o anticorpo primario).
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Foi utilizado o anticorpo primério anti-cdc47 (clone 47DC141, Neomarkers, 1:300) para
identificacdo de células neoplasicas em proliferacdo. O anticorpo foi diluido em solucédo prépria
— IHC diluent solution (Novocastra Laboratories, Newcastle, Inglaterra) e incubado por 1 hora
em camara umida. A amplificagdo de sinal na reacdo imuno-histoquimica foi realizada
empregando-se o sistema baseado em polimero Advance™ HRP (Dako, Carpinteria, EUA) e a
revelagdo com solucdo cromogénica de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) liquida (Dako, Carpinteria,
EUA). As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O indice para este marcador
foi obtido pela estimativa da porcentagem de células positivas em 500 células tumorais. A
contagem foi realizada em campos com 40x de objetiva e 10x de ocular, segundo o protocolo de
Souza et al. (2011.)

A apoptose foi avaliada com a utilizacdo do anticorpo anti-caspase-3 (Clone RB-1197-P,
NeoMarkers, 1:300). O anticorpo foi diluido em solugdo propria — IHC diluent solution
(Novocastra Laboratories, Newcastle, Inglaterra) e incubado por 1 hora em cadmara Umida. A
amplificagdo de sinal na reacdo imuno-histoquimica foi realizada empregando-se o sistema
baseado em polimero Advance™ HRP (Dako, Carpinteria, EUA) e a revelacdo com solucao
cromogénica de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) liquida (Dako, Carpinteria, EUA). As laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O indice apoptético foi determinado pela
porcentagem de células com caracteristicas de apoptose em relagéo ao numero total de células em
cada campo analisado, segundo o protocolo de Gomes et al. (2008).

4.10. Analise estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com parcelas subdivididas, no qual os
tratamentos constituiram as parcelas, os momentos de avaliacdo representaram as subparcelas e
cada animal, uma unidade experimental ou repeti¢do. Para as analises histolégicas e imuno-
histoquimicas considerou-se um Unico momento de avaliagcdo. Foram consideradas significativas
as diferengas com p < 0,05.

Antes da aplicacdo dos testes de comparacao, os dados foram testados quanto a normalidade (teste
de Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade.

A porcentagem de reducdo do peso do tamanho tumoral e o peso tumoral ndo apresentaram
distribuicdo normal e foram analisados, de forma ndo paramétrica, pelo teste de Kruskal-Wallis.
O peso dos camundongos e peso do tumor foram submetidos a analise de variancia, teste de Fisher
e post-hoc Tukey. Com relagdo as caracteristicas histoldgicas e imuno-histoquimicas, a
porcentagem de necrose foi analisada pelo método ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, enquanto
a porcentagem de tecido neoplésico, tecido normal, inflamacéo e a porcentagem de expressao do
marcador Cdc47 foram submetidos a analise de variancia, teste de Fisher e post-hoc Tukey.

Para testar e medir a associacao entre os dados obtidos na morfometria e expressao de Cdc47, foi
utilizada a correlacao de Pearson. As correlages significativas foram consideradas fortes quando
ocorreram em mais de 49% da populacdo estudada (r > 0,07), moderada, quando ocorreram em 9
a 49% (0,3 <r <0,07), e fraca, quando ocorreram em menos de 9% da populacéo (r < 0,3).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aparelho eletroporador desenvolvido pelo Departamento de Engenharia Elétrica da Escola de
Engenharia da Universidade Federal de Minas Gerais (Fig. 4) permite a programacao individual
de alguns pardmetros dos pulsos retangulares de campo elétrico, isto €, amplitude, frequéncia e
polaridade da onda. O aparelho permite a realizacéo de eletroporagdo in vivo com uma interface
humano-maquina simples e de facil manuseio (Fig. 5). O eletrodo de agulhas em arranjo paralelo
foi selecionado por se tratarem de n6dulos subcutaneos pequenos, como descrito por Marty et al.
(2006).

Figura 4. Aparelho eletroporador desenvolvido pelo Departamento de Engenha Elétrica da
Escola de Engenharia da UFMG para uso na técnica da eletroquimioterapia in vivo.
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Os pulsos produzidos pelo aparelho desenvolvido pela Escola de Engenharia da UFMG foram
testados em laboratério préprio e corresponderam aos pré-requisitos temporais e de amplitude
desejados, conforme mostrado na Fig. 6.
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Figura 6. Pulsos de onda quadrada bipolar de 100 pusegundos de duragdo, frequéncia de 5 kHz e

650 V de amplitude aplicados durante o tratamento nos grupos pulsos elétricos e
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eletroquimioterapia. Pulsos gerados pelo aparelho eletroporador desenvolvido pela Escola de
Engenharia da UFMG.

O peso dos camundongos foi estatisticamente menor para o grupo da eletroquimioterapia (média
de perda de peso de 5% do peso corporal) quando comparado com os outros grupos (Tabela 1).
Esta média de perda de peso foi menor do que a observada no estudo de Sersa et al. (1994), e no
presente estudo ndo houve morte de nenhum animal tratado. Assim, o tratamento foi bem tolerado
e com efeitos colaterais minimos.

Tabela 1: Médias dos pesos dos camundongos a cada 4 dias por grupo de tratamento, em que 0
dia do tratamento esta indicado por asterisco.

Dias 1 4 8 12 16 20 24 28 32 36 38

Grupos

Controle 248 262 274 290 300 299 309 320 319 33,0 335
Bleomicina 249 254 278 298 30,1 30,7 309 312 322 32,7 325
Pulsos elétricos 244 265 27,7 290 290 30,3 30,7 314 324 329 333

Eletroquimioterapia = 246 264 270 289 289 295 293 299 306 310 318

O peso dos tumores foi estatisticamente maior para o grupo dos pulsos elétricos em relacdo a
todos os outros grupos. O grupo de pulsos elétricos foi estimulado a crescer pelo tratamento, mas
foi estatisticamente diferente apenas do grupo da eletroquimioterapia (Tabela 2). O crescimento
tumoral do grupo dos pulsos elétricos ndo foi observado em outros estudos semelhantes em que
ndo houve efeito ou houve uma discreta reducdo no tamanho dos tumores submetidos apenas a
pulsos elétricos com 0s mesmos parametros (Sersa et al., 1994; Sersa et al., 2006; Sersa et al.,
2008). Portanto, maiores estudos tornam-se necessarios para verificar possiveis interagbes entre
pulso elétrico e neoplasia.

Tabela 2: Média dos pesos e da porcentagem de inibicdo do tumor sélido de Ehrlich ap6s o
tratamento.

Grupo Média final do peso dos Porcentagem de inibicdo do
tumores (mg) crescimento do tumor.

Controle 1764 0%

Bleomicina 1485 15,8%

Pulsos elétricos 3657,2 -107,3%

Eletroguimioterapia 1070,3 39,3%

Quando os tumores foram analisados pela técnica histomorfoldgica e histomorfométrica, houve
maior porcentagem de inflamacg&o no grupo da eletroquimioterapia e maior porcentagem de
necrose no grupo da bleomicina. Para os outros resultados e entre os outros grupos, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas. Apesar disso, é possivel visualizar uma tendéncia para
a menor porcentagem de tecido neoplasico nos grupos da bleomicina e eletroquimioterapia (Fig.
7 e Fig. 8).
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A administracdo da bleomicina foi realizada pela via intratumoral e ndo pela via intravenosa
utilizando a veia da cauda como previamente relatado (Sersa et al., 1994). Esta modificacdo do
procedimento pode ter interferido a resposta anti-tumoral, porque o tumor é sélido e dificil de
perfundir adequadamente, com extravasamento do farmaco. A dificuldade técnica de se realizar
um acesso venoso em camundongos Swiss devido ao seu pequeno tamanho influenciou na escolha
da forma de administracdo do farmaco.

A infusdo de bleomicina no pulmao é o modelo experimental mais frequentemente utilizado para
investigar os mecanismos celulares e bioquimicos relevantes para a patogénese da fibrose
pulmonar. Uma tnica dose de 25 uL com 0,125 U de bleomicina diluida em PBS pode ser
instilada intratraquealmente para causar a fibrose pulmonar segundo Russo et al. (2009). No
estudo de Russo et al. (2011), a instilagdo intratraqueal de bleomicina foi associada com doenca
clinica significativa, vista como mudancas no peso e taxas de letalidade que alcan¢aram 60% no
Dia 16. A dose de bleomicina selecionada para o experimento foi de 200 a 600 Ul (0,2 a 0,6 U)
por animal, de acordo com o volume tumoral. Esta dose de bleomicina ndo induziu mortalidade
dos animais e ndo afetou o peso corporal dos animais do grupo bleomicina, quando comparados
com os animais do grupo controle, assim como observado por Sersa et al. (1994; 2008).
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Figura 7. Representagdo grafica contendo meédia e desvio-padrdo obtidos para anélise
histomorfoldgica e histomorfométrica (porcentagem de tecido neoplésico, inflamacéo, necrose e
tecido normal) do tumor s6lido de Ehrlich em camundongos Swiss para 0s quatro grupos de
tratamento (controle, bleomicina, pulsos elétricos e eletroquimioterapia).
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Figura 8. Fotomicrografia do tumor sélido de Ehrlich em camundongos Swiss em (A) grupo
controle, (B) grupo bleomicina, (C) grupo pulsos elétricos e (D) grupo eletroquimioterapia. E
possivel observar maior area de necrose em (B) e maior area de inflamac&o em (D) (H.E. 20x).

o

Sabe-se que o sistema imune do organismo esta envolvido na defesa contra o tumor e, portanto,
contribui para a eficacia de terapias citotdxicas erradicando células tumorais viaveis
remanescentes como descrito por Sersa et al. (1997). No entanto, as células do tumor de Ehrlich
perderam os antigenos do complexo principal de histocompatibilidade ou MHC (do Inglés Major
Histocompatibility Complex) de classe Il durante o processo de transformacdo maligna, sendo
considerado um tumor pouco imunogénico (Carry et al., 1979; Ferreira, 2006). O estudo de Sersa
et al. (1997) mostrou que a resposta imune é essencial para os efeitos da eletroquimioterapia na
erradicacdo completa das células tumorais ao estudar camundongos imunocompetentes e
imunocomprometidos. Em animais imunodeficientes, a taxa de cura dos tumores foi
significativamente menor do que nos animais imunocompetentes. Acredita-se que isto esteja
relacionado & liberagdo de antigenos das células destruidas apos a eletroquimioterapia, 0 que
ativaria as células imunes dentro dos tumores (Miklavcic et al., 2014). No presente trabalho, a
resposta antitumoral no grupo dos animais tratados com eletroquimioterapia pode ter sido inferior
ao observado em outros estudos devido & via de administracdo da bleomicina e a baixa
imunogenicidade desta linhagem celular. No entanto, foi possivel observar que a
eletroquimioterapia induziu uma resposta inflamatéria no tumor que néo foi observada nos outros
grupos, o que pode ter contribuido para a maior porcentagem de inibigdo de crescimento tumoral
e menor porcentagem de tecido neoplésico, mesmo que o resultado ndo tenha alcancado
significancia estatistica.

Na anéalise da imuno-histoquimica para Cdc47, todos 0s grupos apresentaram uma porcentagem
de proliferacio menor do que o grupo controle, mas este resultado foi estatisticamente
significativo apenas para o grupo da bleomicina e da eletroquimioterapia (Fig. 9 e Fig. 10). Houve
correlagdo moderada entre a porcentagem de proliferacdo tumoral avaliada pelo Cdc47 e a
porcentagem de tecido neoplasico (P = 0,08 e rp = 0,443). Este resultado era esperado ja que
quanto menor a porcentagem de tecido neoplasico, menor a taxa de proliferacdo de um tumor.
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Figura 9. Representacdo gréafica contendo média e desvio-padrdo obtidos para porcentagem
média de proliferacdo avaliada através da imuno-histoquimica com Cdc47 do tumor sélido de
Ehrlich em camundongos Swiss para 0s quatro grupos de tratamento (controle, bleomicina, pulsos
elétricos e eletroquimioterapia).
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tumor solido de Ehrlich em camundongos Swiss nos grupos: (A) controle, (B) bleomicina, (C)
pulsos elétricos e (D) eletroquimioterapia. A marcacdo se caracteriza por ser nuclear e mais
intensa em (A e C, 40x), e menos intensa em (B e D, 40x).

O efeito anti-tumoral da bleomicina é limitado devido a sua baixa entrada nas células tumorais,

por se tratar de um quimioterapico hidrossoltvel que ndo atravessa a membrana plasmatica por
difusdo (Pron et al., 1993; Sersa et al., 1994). Usando células DC-3F, Pron et al. (1993) estudaram
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uma proteina de membrana plasmatica que se liga a bleomicina e que explica e limita o seu
mecanismo de internalizag&o. Estes autores observaram que o nimero de moléculas de bleomicina
gue aderem a célula depende do nimero de proteinas presentes na membrana plasmatica, e que
este numero variou com o nimero de passagens in vitro das células. Segundo Mir et al. (1996),
fibroblastos DC-3F mutantes de hamster com diferentes quantidades desta proteina na sua
superficie mostraram uma sensibilidade celular a bleomicina que estava correlacionada com a
abundancia desta proteina na superficie celular. Isto indica que o nimero de locais de ligacdo para
bleomicina na superficie da célula tem um papel importante na sensibilidade celular a este
quimioteréapico.

E possivel que as células do tumor de Ehrlich utilizadas neste experimento apresentem um ndmero
maior de proteinas de membrana que se ligam & bleomicina. Isto explicaria a porcentagem de
inibicdo do crescimento do tumor, a tendéncia a menor porcentagem de tecido neoplésico, a maior
porcentagem de necrose e a menor porcentagem media de proliferacdo do grupo tratado apenas
com bleomicina. Além disso, poderia justificar porque a resposta entre o grupo bleomicina e o
grupo eletroquimioterapia foi similar, apesar de uma maior porcentagem de inibicdo do
crescimento do tumor no grupo eletroquimioterapia. Se as células ja apresentam um elevado
nimero de proteinas transportadoras, a abertura de poros na membrana néo teria um efeito téo
significativo, como é observado para outros farmacos como doxorrubicina, vincristina e
carboplatina (Sersa et al., 2008). Sdo necessarios mais estudos para comprovar esta teoria de
maior nimero de proteinas da membrana nas células de Ehrlich utilizadas neste estudo.

Em toda a revisdo de literatura realizada para este estudo, ndo foi possivel encontrar nenhum
protocolo de imuno-histoquimica com caspase-3 em tumor de Ehrlich. A avaliacdo imuno-
histoquimica de apoptose ficou comprometida porque o tumor de Ehrlich apresenta grande
quantidade de necrose, que se manifesta através de fundo nas laminas, o que impossibilitou uma
andlise segura das marcacdes positivas. Foram tentados diversos protocolos para tentar padronizar
a técnica, sem apresentar resultados satisfatérios, provavelmente devido as extensas areas de
necrose e hemorragia que o tumor de Ehrlich apresenta na sua forma sélida (Krajewski et al.,
1994; Silva et al., 2006; Terzian et al., 2007). Assim, optou-se por ndo incluir este marcador na
andlise dos resultados.

6. CONCLUSOES
Nas condigdes em que este experimento foi realizado, pode-se concluir que:

e O objetivo de se construir um eletroporador que permite a programacéo individual dos
parametros dos pulsos retangulares de campo elétrico, isto é, amplitude, frequéncia e
polaridade da onda, dentro de uma certa faixa de operagdo foi atingido. Apesar de se ter
obtido sucesso no desenvolvimento de um eletroporador programavel, o equipamento
ainda pode ser aprimorado, a fim de adequa-lo plenamente ao proposto neste estudo.

e O desenvolvimento desta pesquisa permite sugerir, para projetos futuros, modificacdes
gue permitam descarregar o aparelho para maior seguranca, a reducéo dos atrasos entre
o0 acionamento do pedal e a aplicagdo dos pulsos e o0 ajuste do tempo do grafico do painel
sindtico. Ha ainda a necessidade de construir mais ponteiras compativeis com o0s
conectores utilizados, para serem usadas juntamente com o eletroporador, nos
tratamentos de eletroquimioterapia.
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¢ O tratamento sob anestesia foi bem tolerado pelos animais, sem mortalidade e com uma
perda de peso minima. Os animais do grupo eletroquimioterapia apresentaram reducéo
do tumor e da porcentagem do tecido tumoral, apesar da via de administragdo da
bleomicina e da utilizacdo de um modelo tumoral que ndo se mostrou ideal para avalia¢do
da técnica devido a baixa imunogenicidade e extensas areas de necrose. Além disso, sao
necessarios mais estudos para se avaliar a variagdo da quantidade da proteina
transportadora de bleomicina na membrana plasmatica das células do tumor de Ehrlich
utilizadas.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A eletroquimioterapia é um procedimento simples, rapido, com poucos efeitos colaterais e muito
eficiente para o controle local de tumores. Todas essas caracteristicas sdo muito desejaveis para
0 tratamento oncolOgico, em que 0s pacientes sdo, em sua maioria, idosos e apresentam
comorbidades. Sua utilizagdo na oncologia ja é bem estabelecida na medicina humana, mas novas
aplicagbes sdo desenvolvidas continuamente, como 0 uso em tumores 0sseos, em Orgaos
abdominais e até mesmo no sistema nervoso central.

Para a medicina veterinaria, as caracteristicas da eletroquimioterapia sdo ainda mais vantajosas.
O paciente ndo é levado ao seu limite, objetivando a cura, como na medicina humana e, portanto,
um tratamento com poucos efeitos colaterais e que pode proporcionar uma melhora significativa
na qualidade de vida pode ser a diferenca entre a opcao pela eutanasia ou pelo tratamento. Além
disso, nem todas as modalidades de tratamento estdo disponiveis (i. é. radioterapia),
principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil, a eletroquimioterapia pode tornar
protocolos de tratamentos mais acessiveis.

Assim, a eletroguimioterapia deve ser considerada como uma opcao de tratamento Unico ou para
associacdo a cirurgia e quimioterapia, com o objetivo de se obter maior controle da doenca e
maior sobrevida, preservando a qualidade de vida dos pacientes oncol6gicos veterinarios. Como
aplicagdo prética na rotina oncologica, o aparelho eletroporador desenvolvido pelo Departamento
de Engenharia Elétrica da Escola de Engenharia da UFMG pode ser recomendado para realizagdo
da eletroquimioterapia nos pacientes atendidos no setor de oncologia do Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da UFMG como uma modalidade terapéutica nova e com poucos efeitos
colaterais.
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8. ANEXOS

8.1. Certificado emitido pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal de Minas Gerais

¥
’iﬁ.‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

'.'I':'\“‘lﬂlmm .'f\'.." CE U A

R COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamas que o Pratocolo n*. 206/ 2014, relafivo ao projeto infitulado *Avaliagdo dos efettos da eletroquimioterapia sobre o
desenvolvimento do fumor sdlido de Efrich’, que tem como responsével Roberto Baracat de Araijo, estd de acordo com os
Prncipios Eicos da Expenmentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 23/10/2014. Este certificado espira-se em 23/10/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 206 / 2014, related to the Project entitted “Evaluation of electrochemaotherapy on Ehdich solid
tumor development’, under the supervision of Roberto Baracat de Aratjo, Is in agreement with the Ethical Prnciples in Animal
Expenmentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Expenmentation (CEUA/UFMG), and was approved in 23/10/2014.
This certficates expires in 231102019,

Cleuza Mania de Fana Rezende
Coordenador(a) da CEUAIUFMG
Belo Horizonte, 23/10/2014.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
hitps:/fwaw ufmg. bribioeticalcatealceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270:901 - Belo Honzonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34994516 - Fax: (31) 34994592
www.ufmg.bribioeticalcetea - cetea@prpq.ufmg.br
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8.2. Peso dos camundongos Swiss fémeas de todos os grupos durante todo o experimento

Tabela 3: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 1 (grupo controle) a partir da data da inoculacdo (20/02/2015).

Grupo Marcag

ao

grupo la agua branco
de injecdo
cabeca
cauda

cabeca/c
auda
pata

grupo 1b agua branco
de injecdo
cabeca
cauda

cabeca/c
auda
pata

20/02/2015 —
inoculacéo (1)

peso (9)
24.2

26,0
23,0
24,8

26,0
24,6

25,4
26,4
24,2

23,2

22/02/
2015

peso

(9)
25,2
26,4
232
25,6

27,0
25,2

27,0
27,6
24,2

24,2

24102/
2015
4)
peso

(9)
26,6
26,6
24,0
26,4

27,6
25,8

26,6
28,4
24,4

26,0

26/02/
2015

peso

(9)
26,2
28,2
24.4
272

28,6
26,6

28,6
29,2
25,2

25,8

28/02/
2015

(8)
peso

(9)
26,6
28,0
24.8
27,0

28,6
28,0

28,4
29,6
25,8

27,0

02/03/
2015

peso

(9)
28,8
28,8
254
28,0

29,4
28,2

29,2
30,6
25,6

28,6

04/03/
2015
(12)
peso

(9)
28,6
29,6
26,6
27,8

30,8
29,0

30,6
32,4
27,0

27,4

06/03/
2015

peso

(9)
29,2
30,2
26,4
29,2

32,4
30,2

31,6
34,2
27,6

28,8

08/03/
2015
(16)
peso

(9)
29,8
30,4
26,6
28,4

31,6
30,4

31,4
34,0
27,8

29,4

10/03/
2015

peso

(9)
30,2
31,4
27,6
28,4

31,2
30,2

30,0
32,8
26,8

29,8

12/03
2015
(20)
peso

(9)
30,4
31,8
27,2
27,6

31,2
30,4

32,0
31,8
27,2

29,4

/

39



Tabela 4: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 1 (grupo controle) a partir da data do tratamento (13/03/2015).

Grupo

grupo la agua de
injecéo

grupo 1b 4gua de
injecdo

Marcacéao

branco

cabeca
cauda

cabeca/cau
da
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/cau
da
pata

14/03/20
15

peso (9)
29,2

30,0
27,4
27,6

32,2
30,0

33,0
33,6
27,8

29,4

16/03/20

15 (24)

peso (9)
29,8

31,4
28,6
28,4

33,0
30,8

34,0
35,0
28,0

30,4

18/03/20
15

peso (9)
32,2

33,0
29,8
29,2

33,8
32,6

34,0
38,0
29,4

30,8

20/03/20

15 (28)

peso (9)
33,0

34,6
29,8
28,6

33,0
33,6

32,2
35,8
28,6

31,2

22/03/20
15

peso (9)
32,6

33,2
28,8
29,2

32,2
32,6

33,6
33,8
28,0

32,4

24/03/20

15 (32)

peso (g)
31,2

32,8
29,2
29,8

33,8
32,0

34,0
34,8
29,0

32,6

26/03/20
15

peso (9)
31,0

33,0
30,0
29,8

35,2
32,4

35,8
36,4
29,2

30,6

28/03/20

15 (36)

peso (9)
32,4

33,8
31,4
29,6

36,2
34,2

34,6
37,4
30,4

30,4

30/03/20

15 (38)

peso (g)

33,8

34,4
31,2
30,0

35,0
35,6

33,8
38,0
30,8

32,2
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Tabela 5: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 2 (grupo bleomicina) a partir da data da inoculacéo (20/02/2015).

Grupo

grupo 2a
bleomicina

grupo 2b
bleomicina

Marca-
¢ao

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabega/c
auda
pata

20/02/2015 -
inoculacao (1)

peso (9)
21,2

25,2
28,4
23,8

25,2
24,4

24,0
28,6
24,8

23,0

22/02/2 24/02/2 26/02/2 28/02/2 02/03/2 04/03/2 06/03/2 08/03/2 10/03/2 12/03/2

015

peso

(9)
220
26,0
30,6
25,0

26,0
21,0

21,0
23,4
20,8

19,6

015 (4)

peso

(9)
23,2
27,4
30,2
25,6

26,0
23,4

24,4
26,6
24,6

22,2

015

peso

(9)
24.6
28,4
31,0
26,4

26,6
25,0

26,0
27,8
25,4

23,4

015 (8)

peso

(9)
25,6
28,2
33,8
27,2

28,4
26,6

26,2
29,2
28,0

24,6

015

peso

9)
25,2
27,0
34,4
27,8

30,0
28,4

27,6
30,8
28,0

25,8

015
(12)
peso

(9)
27,6
30,4
35,4
29,8

30,2
28,2

29,0
31,6
28,8

26,6

015

peso

9)
27,6
29,6
33,8
29,6

29,4
29,6

30,4
32,4
30,2

26,4

015
(16)
peso

@)
27,4
30,2
33,6
30,0

29,4
30,6

30,2
31,4
30,4

27,4

015

peso

(9)
27,2
29,0
35,2
29,6

30,4
30,8

29,2
31,8
30,0

28,0

015
(20)
peso

@)
28,6
28,2
37,0
29,8

31,4
30,2

31,0
32,4
29,8

28,4
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Tabela 6: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 2 (grupo bleomicina) a partir da data do tratamento (13/03/2015).

Grupo

grupo 2a
bleomicina

grupo 2b
bleomicina

Marcacéao

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/caud
a
pata

14/03/201
5

peso (9)
29,0

29,6
35,8
30,8

32,6
31,0

32,6
33,4
31,0

28,2

16/03/201
5 (24)
peso (9)
29,6

30,2
34,8
30,2

32,2
30,4

32,4
31,8
30,0

27,8

18/03/201 20/03/201 22/03/201 24/03/201 26/03/201 28/03/201 30/03/201

5
peso (9)
28,2

32,0
36,2
31,2

32,4
31,2

32,8
32,0
30,2

27,6

5 (28)
peso (9)
28,8

30,8
36,0
31,6

32,6
30,8

31,8
31,4
30,0

28,4

5
peso (9)
29,2

29,6
36,8
31,6

32,4
31,8

31,8
32,0
31,4

28,0

5(32)
peso (g)
30,0

30,4
37,0
32,8

34,2
32,4

34,2
32,2
30,4

28,6

5
peso (9)
29,6

30,8
35,6
33,4

35,2
33,8

35,2
33,4
31,0

28,8

5 (36)
peso (9)
28,8

31,8
37,6
33,0

35,6
32,6

35,0
34,6
29,8

28,2

5 (38)

peso (9)

29,2

31,6
38,2
32,6

34,2
32,6

34,2
33,8
30,4

28,2
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Tabela 7: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 3 (grupo pulsos elétricos) a partir da data da inoculagdo (20/02/2015).

Grupo

grupo 3a pulsos
elétricos

grupo 3b pulsos
elétricos

Marcag
ao

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/c
auda
pata

20/02/2015 -
inoculacéo (1)

peso (9)
23,4

22,4
28,6
23,0

25,0
242

23,6
27,2
20,8

25,8

22/02/
2015

peso

(9)
24.8
22,8
29,6
24.4

26,2
25,2

24,6
27,6
21,4

26,8

24/02/
2015

4)
peso

(9)
25,8
24,8
30,4
25,6

28,2
26,0

25,0
28,0
22,6

28,2

26/02/
2015

peso

(9)
25,4
25,0
30,8
26,4

27,8
26,6

25,0
28,6
23,0

28,6

28/02/
2015

8)
peso

(9)
26,8
25,8
32,0
27,8

29,2
27,4

26,2
28,6
24,2

28,6

02/03/
2015

peso

9)
26,6
27,8
32,6
28,0

29,4
29,0

28,0
29,4
26,0

29,6

04/03/
2015
(12)
peso

9)
27,8
28,2
33,4
29,2

29,8
29,2

27,0
30,2
26,0

29,2

06/03/
2015

peso

(9)
28,0
29,2
33,4
30,2

30,6
29,2

28,0
29,8
25,4

28,6

08/03/
2015
(16)
peso

(9)
28,4
27,6
32,4
29,2

29,8
29,8

28,2
30,4
26,0

28,4

10/03/
2015

peso

(9)
28,4
29,4
33,6
30,0

31,2
31,2

28,8
32,4
27,4

28,8

12/03/
2015
(20)
peso

(9)
29,4

30,2
34,6
29,6

31,2
30,8

29,4
32,2
27,2

28,6
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Tabela 8: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 3 (grupo pulsos elétricos) a partir da data do tratamento (13/03/2015).

Grupo

grupo 3a pulsos
elétricos

grupo 3b pulsos
elétricos

Marcacéao

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/caud
a
pata

14/03/20
15

peso (9)
29,6

30,6
34,0
31,0

32,6
30,0

28,6
31,0
27,2

28,6

16/03/20

15 (24)

peso (9)
30,0

29,8
34,2
32,8

32,4
30,6

30,0
30,8
27,6

28,6

18/03/20
15

peso (9)
29,8

31,0
34,8
31,8

32,8
32,4

30,0
32,0
27,6

29,8

20/03/20

15 (28)

peso (9)
31,0

30,6
35,0
31,0

32,4
33,0

31,0
32,8
27,6

29,2

22/03/20
15

peso (9)
31,8

32,2
36,2
31,4

32,4
32,8

31,8
33,6
28,0

29,4

24/03/20

15 (32)

peso (g)
32,2

32,6
35,4
32,4

33,8
32,4

31,2
34,6
28,6

30,6

26/03/20
15

peso (9)
31,2

31,6
36,0
33,6

33,8
32,8

30,2
33,6
29,2

31,8

28/03/20

15 (36)

peso (9)
31,6

33,2
36,0
33,4

32,8
34,0

31,6
34,4
30,2

32,2

30/03/20

15 (38)

peso (9)

32,4

33,6
36,8
32,8

33,8
35,6

31,6
34,2
30,6

31,6
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Tabela 9: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 4 (grupo eletroquimioterapia) a partir da data da inocula¢éo (20/02/2015).

Grupo

grupo 4a
eletroquimiotera-
pia

grupo 4b
eletroquimiotera-
pia

Marcag
ao

branco

cabeca

cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/
cauda
pata

pata/cau
da

20/02/2015 -
inoculacdo (1)

peso (9)

23,0

24,4
22,2
27,2
24,0

25,2
26,0
23,2

27,4
23,4

22/02/
2015

peso

(¢))
24,2

25,0
23,6
27,6
25,8

25,2
27,4
23,4

27,6
23,4

24/02/
2015

(4)
peso

(¢))
25,4

26,2
23,4
28,6
25,8

26,4
29,0
24,8

30,0
24,2

26/02/
2015

peso

(¢))
27,0

26,6
24,2
28,2
26,8

27,0
27,4
24,4

30,4
24,8

28/02/
2015

8
peso

@)
24.4

242
22,4
26,0
28,4

28,0
29,4
26,0

31,8
25,6

02/03/
2015

peso

(¢))
27,0

28,2
25,2
30,4
29,6

29,2
29,8
26,6

30,4
26,2

04/03/
2015
(12)
peso

(¢))
28,2

29,0
26,0
31,0
28,6

29,6
30,6
27,2

31,4
27,6

06/03/
2015

peso

(9)
29,0

28,8
27,2
31,6
28,8

30,0
29,8
27,4

32,4
25,6

08/03/
2015
(16)
peso

(¢))
28,0

27,6
26,8
30,0
29,8

29,8
30,4
28,0

33,0
25,4

10/03/
2015

peso

()]
29,0

28,0
25,2
30,4
31,0

31,0
31,4
28,4

33,4
26,6

12/03/
2015
(20)
peso

(9)
29,8

29,0
254
30,4
30,8

31,4
31,6
27,2

32,6
27,0
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Tabela 10: Peso dos camundongos Swiss fémeas do grupo 4 (grupo eletroquimioterapia) a partir da data do tratamento (13/03/2015).

Grupo

grupo 4a
eletroquimiotera-
pia

grupo 4b
eletroquimiotera-
pia

Marcacéao

branco

cabeca

cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/caud
a
pata

pata/cauda

14/03/201
5

peso (9)
30,0

29,4
26,4
30,8
31,2

31,8
30,2
27,8

33,4
26,4

16/03/201
5 (24)
peso (9)
29,8

29,2
26,4
30,2
30,2

3p,2
29,6
27,6

33,2
25,8

18/03/201
5

peso (9)
31,2

29,4
26,8
30,4
30,4

30,8
29,6
27,4

34,2
26,6

20/03/201
5 (28)
peso (9)
30,8

29,6
27,0
31,4
30,4

30,6
30,4
27,6

34,4
26,8

22/03/201
5

peso (9)
31,6

29,4
27,8
32,0
30,8

32,6
31,4
28,4

33,0
28,0

24/03/201 26/03/201 28/03/201  30/03/201

5(32)
peso (g)
31,2

30,8
27,6
31,6
31,8

32,6
31,8
29,0

32,0
27,6

5
peso (9)
32,4

30,4
27,8
30,6
32,0

33,6
32,4
28,0

33,6
28,4

5 (36)
peso (9)
32,2

30,2
29,0
31,2
31,2

33,2
32,0
28,0

34,0
29,2

5 (38)

peso (g)

32,8

30,6
30,8
33,6
31,4

33,0
31,6
28,8

35,6
30,0
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8.3. Volume do tumor dos camundongos Swiss fémeas de todos os grupos durante todo o experimento

Tabela 11: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 1 (controle) a partir da data da inoculacdo (20/02/2015). O asterisco representa
tumor ndo mensuravel.

Grupo Marcagd 20/02/2 22/02/2 24/02/2 26/02/2 28/02/2 02/03/2 04/03/2 06/03/2 08/03/2 10/03/2 12/03/2
0 015 — 015 015 (4) 015 015 (8) 015 015 015 015 015 015
inocula (12) (16) (20)
¢ao (1)
Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume
(cmd) (cm?) (cm3) (cm3) (cm3) (cm?) (cm?) (cm?) (cm3)  (cm?) (cm?)
grupo la agua de branco * * 0,05 0,30 0,52 0,63 0,63 0,73 0,82 1,01 0,68
injecao
cabeca €5 & & 0,50 0,70 0,37 0,37 0,63 0,68 0,68 0,89
cauda * * * 0,18 0,23 0,33 0,58 0,63 0,82 0,63 0,76
cabeca & & 0,05 0,21 0,37 0,37 0,51 0,63 0,73 0,63 0,68
/cauda
pata * * 0,05 0,10 0,23 0,68 0,73 0,73 0,89 0,89 1,06
grupo 1b agua de branco £ & & 0,08 0,37 0,55 0,51 0,68 0,68 0,63 0,82
injecdo
cabeca * * 0,08 0,17 0,33 0,37 0,51 0,76 0,63 0,73 0,73
cauda & & 0,13 0,42 0,70 0,73 0,89 0,89 1,01 0,95 1,06
cabeca/ca * * * 0,23 0,23 0,63 0,63 0,76 0,82 0,73 0,89
uda
pata & & & 0,15 0,42 0,42 0,82 0,82 0,82 0,63 1,06
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Tabela 12: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 1 (controle) a partir da data do tratamento (13/03/2015). O asterisco representa
tumor ndo mensuravel.

Grupo Marcacdo  14/03/2015 16/03/20 18/03/20 20/03/20  22/03/20  24/03/20  26/03/20  28/03/20  30/03/20
15 (24) 15 15 (28) 15 15 (32) 15 15 (36) 15 (38)
Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume
(cmd) (cm?d) (cm?d) (cm?d) (cmd) (cmd) (cmd) (cmgd) (cmd)
grupo la agua de branco 0,47 * * * * * * * *
injecdo
cabeca 0,47 0,55 0,82 0,55 1,13 0,95 1,36 1,85 1,68
cauda 0,98 0,68 0,63 0,76 0,98 0,68 1,13 1,01 1,21
cabeca 0,82 0,63 0,82 0,82 0,82 0,63 0,98 1,21 0,89
/cauda
pata 1,13 1,06 1,13 1,13 15 1,74 2,28 3,02 2,81
grupo 1b 4gua de branco 0,58 0,51 0,63 0,58 0,63 0,51 0,76 0,51 0,82
injecdo
cabeca 0,69 0,89 0,63 0,63 0,55 0,51 0,89 0,89 0,95
cauda 1,06 2,14 2,14 2,14 2,28 3,59 3,78 4,4 5,08
cabeca/cau 1,06 0,98 0,51 0,82 0,95 1,64 1,28 1,88 3,02
da
pata 1,06 0,33 0,63 0,89 0,63 1,33 1,21 1,88 2,00
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Tabela 13: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 2 (bleomicina) a partir da data da inoculacdo (20/02/2015). O asterisco representa
tumor ndo mensuravel.

Grupo

grupo 2a
bleomicina

grupo 2b
bleomicina

Marcaca
0

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/ca
uda
pata

20/02/2
015 -
inocula
¢do (1)
Volume
(cm?)
*

22/02/2
015

Volume
(cm?)
*

24/02/2
015 (4)

Volume
(cm?)
*

0,10

*

0,06

26/02/2
015

Volume
(cm?)
0,23
0,30
0,50
0,23

0,15
0,09

0,10

*

0,13

0,17

28/02/2
015 (8)

Volume
(cm?)
0,38
0,51
0,23
0,28

0,15
0,26

0,33
0,01
0,42

0,33

02/03/2
015

Volume
(cm?)
0,38
0,51
0,23
0,28

0,15
0,26

0,33
0,01
0,42

0,33

04/03/2
015
(12)

Volume
(cm?)
0,68
0,55
0,31
1,13

1,13
0,63

0,63
0,37
0,47

0,51

06/03/2
015

Volume
(cm?)
0,68
0,68
0,73
1,13

1,33
0,47

0,89
0,98
0,58

0,76

08/03/2
015
(16)

Volume
(cm?)
0,82
0,82
1,13
1,13

1,54
0,55

0,98
0,82
0,63

0,68

10/03/2
015

Volume

(cm?)
0,76
0,84
0,82
1,33

1,88
0,58

1,41
0,89
0,63

0,68

12/03/2

015
(20)

Volume

(cm?)
0,58
0,95
0,82
1,50

1,74
0,60

1,13
1,06
0,76

0,68
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Tabela 14: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 2 (bleomicina) a partir da data do tratamento (13/03/2015). O asterisco representa
tumor ndo mensuravel.

Grupo Marcacdo  14/03/2015 16/03/201 18/03/201 20/03/201 22/03/201 24/03/201 26/03/201 28/03/201 30/03/201
5 (24) 5 5 (28) 5 5 (32) 5 5 (36) 5 (38)
Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume
(cm?d) (cm?d) (cmd) (cmd) (cmgd) (cmd) (cmd) (cmd) (cmd)
grupo 2a branco 0,69 0,89 0,63 0,63 0,63 0,58 0,55 0,63 0,89
bleomicina
cabeca 0,82 1,33 1,21 1,24 0,89 1,21 1,13 1,21 1,74
cauda 1,06 1,33 1,33 2,87 1,33 1,54 1,36 1,88 1,01
cabeca 1,88 1,64 2,12 2,55 1,85 2,72 2,41 2,41 2,24
/cauda
pata 2,41 2,00 2,55 2,55 2,41 3,02 3,56 3,56 3,48
grupo 2b branco 1,06 0,63 * * * * * * *
bleomicina
cabeca 1,06 1,64 1,06 1,88 1,33 2,00 2,12 2,00 2,00
cauda 0,76 1,54 1,42 1,77 1,88 2,68 2,24 3,05 2,55
cabeca/caud 1,15 0,82 0,76 0,63 0,51 0,63 0,33 0,23 0,27
a
pata 0,51 1,13 1,42 1,21 1,06 0,98 1,06 0,63 1,33
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Tabela 15: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 3 (pulsos elétricos) a partir da data da inoculagdo (20/02/2015). O asterisco

representa tumor nao mensuravel.

Grupo

grupo 3a pulsos
elétricos

grupo 3b pulsos
elétricos

Marcaca
0

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/ca
uda
pata

20/02/2
015 -
inocula
¢do (1)
Volume
(cm?)
*

22/02/2
015

Volume
(cm?)
*

24102/2
015 (4)

Volume
(cm?)
*

0,05

0,05
0,06

0,08

26/02/2
015

Volume
(cm?)
0,05
0,10
0,17
0,10

0,17
0,15

0,21
0,15
0,04

0,15

28/02/2
015 (8)

Volume
(cm?)
0,05
0,26
0,23
0,28

0,28
0,38

0,26
0,31
0,33

0,26

02/03/2
015

Volume
(cm?)
0,26
0,47
0,51
0,76

0,37
0,33

0,23
0,51
0,51

0,68

04/03/2
015
(12)

Volume
(cm?)
0,33
0,90
0,63
0,63

0,63
0,58

0,47
0,51
0,68

0,68

06/03/2
015

Volume
(cm?)
0,82
1,13
0,68
0,90

0,68
0,47

0,47
0,59
0,63

0,55

08/03/2
015
(16)

Volume
(cm?)
1,24
1,54
0,79
1,42

0,89
0,63

0,51
0,82
0,68

0,82

10/03/2
015

Volume

(cm?)
1,01
2,55
0,95
1,50

0,89
0,89

0,89
0,73
0,98

0,89

12/03/2

015
(20)

Volume

(cm?)
1,24
2,57
0,95
1,42

0,82
0,76

0,82
0,71
1,06

1,33
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Tabela 16: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 3 (pulsos elétricos) a partir da data do tratamento (13/03/2015). O asterisco
representa tumor nao mensuravel.

Grupo

grupo 3a pulsos

elétricos

grupo 3b pulsos
elétricos

Marcacéao

branco

cabeca
cauda

cabeca
/cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/cau
da
pata

14/03/2015

Volume
(cm?)
1,24
2,41
0,89
2,28

1,54
1,24

1,06
1,13
1,21

1,13

16/03/20

15 (24)

Volume
(cm?)
2,14
3,02
1,13
1,59

1,13
1,24

0,82
0,69
1,36

1,28

18/03/20
15
Volume
(cm?)
1,33
3,97
1,28
2,24

1,01
1,13

0,76
0,82
1,21

1,64

20/03/20

15 (28)

Volume
(cm?)
1,77
3,56
1,13
2,24

1,42
1,06

0,82
1,42
1,74

1,68

22/03/20
15
Volume
(cm?)
2,24
3,97
1,21
2,00

1,85
2,12

1,24
1,64
1,50

1,74

24/03/20

15 (32)

Volume
(cm?)
3,02
3,78
1,01
2,68

1,74
1,88

1,64
1,85
2,36

1,85

26/03/20
15
Volume
(cm?)
4,61
6,33
1,74
3,56

2,12
2,00

1,74
2,87
2,81

1,95

28/03/20

15 (36)

Volume
(cm?)
4,16
6,59
1,85
3,18

2,00
2,41

2,28
3,02
3,73

3,08

30/03/20

15 (38)

Volume

(cm?)
6,08
7,84
1,95
4,16

2,36
3,39

1,85
3,56
4,16

2,95

52



Tabela 17: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 4 (eletroquimioterapia) a partir da data da inoculagdo (20/02/2015). O asterisco

representa tumor nao mensuravel.

Grupo

grupo 4a
eletroquimiotera-
pia

grupo 4b
eletroquimiotera-
pia

Marcag
ao

branco

cabeca

cauda
pata

branco

cabeca
cauda

cabeca/
cauda
pata

pata/cau
da

20/02/2015 -
inoculacdo (1)

Volume (cm3)

*

22/02/
2015

Volum
e (cm?3)
*

24/02/  26/02/ 28/02/ 02/03/ 04/03/ 06/03/ 08/03/ 10/03/
2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015
(4) 8 (12) (16)
Volum Volum Volum Volum Volum Volum Volum Volum
e(cm’) e(md) e(cm?) e(cmd) e(cmd) e(cm3) e(cm3) e (cmd)

* 0,15 0,26 0,33 0,68 0,89 0,95 1,33
* 0,13 0,30 0,42 0,33 0,55 0,55 0,68
* 0,05 0,05 0,05 0,17 0,31 0,40 0,47
* 0,23 0,23 0,28 0,40 0,40 0,68 0,68
* 0,15 0,17 0,37 0,37 0,40 0,37 0,40
* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,31 0,37 0,55
0,06 0,30 0,33 0,63 0,89 1,10 0,82 1,10
* 0,17 0,28 0,55 0,79 0,73 0,84 0,79
* 0,05 0,05 0,05 0,31 0,63 0,63 0,68
* 0,13 0,21 0,23 0,37 0,47 0,37 0,63

12/03/
2015
(20)

Volum

e (cm?3)
1,13

0,82
0,55
0,63
0,47

0,55
1,06
1,21

0,95
0,17
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Tabela 18: Volume dos tumores dos camundongos Swiss fémeas do grupo 4 (eletroquimioterapia) a partir da data do tratamento (13/03/2015). O asterisco
representa tumor nao mensuravel.

Grupo Marcacdo  14/03/2015 16/03/201 18/03/201 20/03/201 22/03/201 24/03/201 26/03/201 28/03/201 30/03/201
5 (24) 5 5 (28) 5 5 (32) 5 5 (36) 5 (38)
Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume Volume
(cmd) (cmd) (cmd) (cmd) (cmd) (cmd) (cmd) (cmd) (cmd)
grupo 4a branco 1,64 1,54 1,64 1,54 1,21 2,12 2,41 2,87 3,02
eletroquimiote-
rapia
cabeca 0,73 0,82 0,89 0,89 0,69 0,95 0,98 0,68 1,13
cauda 1,24 1,64 1,06 0,63 0,38 0,21 * * *
pata 0,68 1,64 1,42 0,89 0,68 0,76 0,58 0,30 &5
grupo 4b branco 1,33 1,64 1,33 1,13 1,06 1,33 0,76 0,76 0,89
eletroguimiote-
rapia
cabeca 0,40 0,63 0,89 0,68 0,73 1,01 1,01 0,95 1,13
cauda 0,89 1,33 1,21 1,33 1,42 1,24 1,44 0,82 0,76
cabeca/cau 0,95 1,85 2,12 2,24 2,12 2,47 2,59 2,81 3,02
da
pata 0,82 1,13 1,24 1,13 1,33 1,06 0,95 1,06 1,06
pata/cauda 0,63 0,51 0,42 0,82 0,52 0,33 0,27 * 0,27
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8.4. Produtividade no periodo do mestrado
8.4.1. Atividades e producdo cientifica relacionadas a pesquisa com eletroquimioterapia

e Aluna no Curso de Eletroguimioterapia promovido pela Vet Cancer — Oncologia e
Patologia Animal, Sdo Paulo, concluido em 15 de marco de 2014, totalizando 80 horas.

e Coautoria do trabalho intitulado “Eletroquimioterapia e cirurgia no tratamento de
carcinoma de células escamosas em cao: Relato de caso” apresentado na forma de pdster
no 41° CONBRAVET, Gramado, no periodo de 7 a 10 de agosto de 2014,

e Palestrante no Il Curso de atualizacdo em oncologia de cées e gatos, com palestra de
tema “Carcinoma de células escamosas e eletroquimioterapia em cdes ¢ gatos”, Belo
Horizonte, 29 de outubro de 2014, totalizando 1 hora.

e Ouvinte no | Encontro Brasileiro de Eletroquimioterapia Veterinaria, Sdo Paulo, em 14
de dezembro de 2014.

e Palestrante no Programa de Extensdo da Faculdade Pitdgoras, com palestra de tema
“Eletroquimioterapia”, Betim, 21 de outubro de 2015, totalizando 2 horas.

8.4.2. Atividades e producdo cientifica ndo relacionadas a pesquisa com
eletroquimioterapia

e Coautoria do artigo intitulado “Influence of surgical technique on overall survival,
disease free interval and new lesion development interval in dogs with mammary tumors”
publicado na revista Advances in Breast Cancer Research, 2014,

e Quvinte no 1° Simpdsio Internacional de Oncologia Veterindria, Botucatu, no periodo de
21 a 23 de marc¢o de 2014, totalizando 17 horas.

e Coautoria e apresentacdo do trabalho intitulado “Diagnosis, treatment, and overall
survival of a canine gastrointestinal stromal tumor” na forma de poster no 1° Simpdsio
Internacional de Oncologia Veterinaria, Botucatu, no periodo de 21 a 23 de margo de
2014.

e Coautoria do trabalho intitulado “Neuropatia periférica do nervo trigémeo paraneoplasica
ao linfoma canino — Relato de caso” apresentado na forma de p6Oster no 35° Congresso
Brasileiro da Anclivepa, Belo Horizonte, 2 de maio de 2014.

e Coautoria do trabalho intitulado “Neuropatia periférica facial associada ao linfoma
canino multicéntrico — Relato de caso” apresentado na forma de pdéster no 41°
CONBRAVET, Gramado, no periodo de 7 a 10 de agosto de 2014.

e Coautoria do artigo intitulado “Surgical stress and postoperative complications related to
regional and radical mastectomy in dogs” publicado na revista Acta Veterinaria
Scandinavica, 2015.

e Coautoria do trabalho intitulado “Quimioterapia metrondmica associada ao mavacoxibe
em cdes” apresentado na forma de pdster no 36° Congresso Brasileiro da Anclivepa, Porto
Seguro, no periodo de 20 a 22 de maio de 2015.

e OQuvinte no 3° Congresso Brasileiro de Patologia Veterinaria, Belo Horizonte, no periodo
de 20 a 23 de julho de 2015.

e Coautoria do trabalho intitulado “Heterogeneidade do exon 11 do gene C-KIT durante a
progressdo de mastocitoma canino — Relato de caso” apresentado na forma de pdster no
3° Congresso Brasileiro de Patologia Veterinaria, Belo Horizonte, no periodo de 20 a 23
de julho de 2015.
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