transcri¢io NF-xB do citoplasma para o nucleo, fato que pode se relacionar
tanto & menor resposta celular como a hiporreatividade traqueal. Estes dados
mostram que exposi¢do ao FA durante a gestagdo acarreta uma deficiéncia
nos mecanismos de defesa da prole, devido a alteragdes estabelecidas no
mecanismo de programagio fetal. Agradecimentos: O presente estudo
recebeu financiamento da Fundac¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo: Beatriz Silva Ibrahim ¢é bolsista de iniciagdo cientifica (2013/19708-3)
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MESTRADO - MEDICINA VETERINARIA

A TERAPIA FOTODINAMICA E OS EFEITOS PROMOVIDOS
EM ORGAOS IMUNOLOGICOS E IMPLANTE SECUNDARIO
DO TUMOR DE EHRLICH APOS TRATAMENTO DO TUMOR
PRIMARIO EM FOCO DISTANTE
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Introducao: A terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy - PDT) é um
método empregado para tratar neoplasias baseado na interagdo entre luz,

oxigénio molecular e um agente fotossensibilizador. Apos a administragao

do fotossensibilizante, o tumor ¢ iluminado com luz visivel de comprimento
de onda especifico (Laser), ativando o agente, e produzindo espécies reativas
de oxigénio, altamente citotéxicas, que provocam morte celular por necrose
e apoptose, e destrui¢ao do tecido tumoral [1]. A caracteristica singular da
PDT é a participagao ativa do sistema imunoldgico no combate as células
tumorais. Os efeitos fototéxicos na membrana celular liberam uma série

de mediadores inflamatdrios levando a ativagido do sistema imune inato. A
inflamagéo local e a invasdo por neutréfilos, macrofagos e células natural
killer junto a destruigao das células neoplasicas determinam a condigao
necessdria para a apresentagao de antigenos tumorais as células dendriticas
e demais células apresentadoras de antigenos. A apresentagao antigénica
promove ativagdo do sistema imune adaptativo e ha a sensibilizagao dos
linfdcitos T efetores (CD8+), determinando uma resposta especifica para

a neoplasia tratada, envolvida na erradicagdo de focos disseminados e/ou
metastaticos. Além disso, ha a sensibilizacdo de linfcitos B (de memoria)
aos antigenos tumorais, promovendo um controle em longo prazo do
tumor. A produgio de anticorpos antitumorais pelos plasmdcitos pode

ser sugerida, porém ainda ndo foi demonstrada em modelo experimental
[2,3,4,5]. O presente trabalho foi delineado para avaliar o comportamento
de um foco tumoral secundario apds o tratamento com a PDT, ou a excisao
cirtdrgica, em um tumor primario e as possiveis alteragdes em 6rgao linféides,
utilizando-se para tanto o tumor de Ehrlich na sua forma sélida. Material
e Métodos: Inicialmente trinta camundongos foram inoculados com
solugao contendo 2,5 x 10° células tumorais no tecido subcuténeo da regiao
do dorso (Tumor primdrio). Apds dez dias os animais foram divididos em
trés grupos de tratamento: grupo PDT [Azul de Metileno 1% intratumoral

e irradiagdo com laser vermelho (66onm) totalizando 54 joules de energia],
grupo CIRURGIA (excisdo cirtrgica do tumor) e grupo CONTROLE (sem
tratamento do tumor). Os animais receberam entao uma nova inoculagao de
células tumorais no coxim plantar do membro posterior esquerdo (Tumor
secundadrio). Os animais foram avaliados durante 17 dias, comparando-se

os grupos. Os parametros avaliados foram o crescimento tumoral, peso
relativo e analise histopatolégica dos 6rgaos linféides (Bago e Linfonodo
popliteo), contagem de leucdcitos sanguineos e morfometria do tumor
secundario (determinagdo da fracdo volumétrica dos componentes da massa
tumoral: células tumorais, infiltrado inflamatdrio e necrose). A analise dos
resultados obtidos foi efetuada com os programas estatisticos Minitab 16° e
GraphPad Prisms.00°. Para os dados paramétricos foi utilizada a ANOVA
seguida do teste de Turkey. Os dados nao paramétricos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. A curva de crescimento
do tumor de Ehrlich secundario foi analisada por ANOVA de duas vias.
Foram consideradas estatisticamente significantes as andlises com nivel

de significAncia p < 0,05. Os dados foram expressos como média + desvio
padrio. Resultados: O Grifico 1ilustra a curva de crescimento do tumor
secunddrio no coxim plantar esquerdo nos grupos tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle). Nido houve diferenga significativa

entre os grupos experimentais.
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Grafico 1 - Curva de crescimento do didmetro (mm) do coxim plantar esquerdo de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle), pelo tempo

(dias) nos diferentes grupos

A figura 1 ilustra os dados referentes a fragiao volumétrica (FV) dos
componentes da massa tumoral. Os dados sdo expressos em porcentagem. Os
componentes considerados foram células tumorais, infiltrado inflamatorio,
necrose e outras estruturas presentes (vasos, musculos, etc.). A FV de células
tumorais é maior no grupo cirurgia e a FV de infiltrado inflamatério menor
neste grupo. A FV de necrose ndo apresentou diferenga entre os grupos.
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Figura 1 - Fragao volumétrica de cada componente da massa tumoral do coxim plantar esquerdo de

camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle)

A figura 2 ilustra os dados referentes a porcentagem da drea em necrose
na massa tumoral. O grupo cirurgia apresentou uma porcentagem de drea em
necrose menor que os grupos PDT e controle.
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Figura 2 - Area em necrose (%) da massa tumoral no coxim plantar esquerdo de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle)

A figura 3 ilustra os dados referentes ao peso relativo do bago. O peso
relativo do bago no grupo cirurgia foi menor quando comparado aos grupos
PDT e controle.
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Figura 3 - Peso relativo do bago (g/100g de PV) de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e
tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle)

A figura 4 ilustra o padrdo histolégico encontrado no bago dos
camundongos. Os animais do grupo cirurgia ndo apresentaram alteragoes
morfoldgicas importantes nas estruturas do 6rgao (Figura 23 A). Nos animais
que receberam o tratamento com a PDT (Figura 23 B) e nos animais que nao
receberam tratamento algum (Figura 23 C), foi observado que a arquitetura
do drgao estava preservada, entretanto os foliculos linfoides, os respectivos
centros germinativos e a sua zona marginal apresentavam-se aparentemente
mais proeminentes, com areas de coalescéncia dos foliculos. Observou-se
a manutengio da arquitetura das regides de polpa vermelha. Os achados
sugerem uma discreta hiperplasia linfoide do bago nestes animais.

Figura 4 - Fotomicrografia de corte histologico do bago de camundongos portadores do tumor de Ehrlich

e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) (H&E objetiva 4x)

O peso relativo do linfonodo popliteo esquerdo e sua analise histologica
ndo apresentaram diferengas entre os grupos experimentais, assim como a
contagem total de leucécitos circulantes. Conclusdo: A terapia fotodinamica
foi capaz de produzir efeitos sobre o crescimento de um tumor de Ehrlich
solido secundario, inoculado em camundongos, previamente tratados em
tumor primdrio a distdncia. Houve indugio de necrose e inflamagédo aguda,
assim como diferengas no padrao de resposta imunoldgica quando comparado
aos animais tratados cirurgicamente.
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CELULAS-TRONCO DE MEMBRANA AMNIOTICA DE CAO
COMO TERAPIA ALTERNATIVA PARA O TRATAMENTO DE
CERATOCONJUNTIVITE SECA EM CAES

RAMOS S.D.; CRUZ, R.M.A.; MIGLINO M.A.; BELTRAO-BRAGA, P.C.B,
PIGNATARI, G.C.

Faculdade de Medicina Veterinaria e zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo

Introducado: A Ceratoconjuntivite Seca (KCS - Keratoconjunctivitis Sicca) é
uma condigao multifatorial que geralmente resulta de alteragdes quantitativas
do componente aquoso do filme lacrimal, podendo ainda, decorrer de
deficiéncia dos componentes lipidicos e mucoso, normalmente atribuida a uma
desordem imunomediada. O diagnéstico da KCS é baseado nos sinais clinicos
tais como: secre¢io mucopurulenta, hiperemia conjuntival, blefaroespasmo,
fotofobia, incomodo, dor, vascularizagdo, pigmentagdo e opacidade corneana.
Para tanto, dois testes oftalmoldgicos simples podem ser realizados: o
teste de Schirmer e o Butt. O tratamento convencional preconizado hoje
sao aplicagdes didrias de pomada ou, entdo de colirio oftalmicos a base de
Ciclosporina 0,2% ou Tacrolimus 0,03%. Esses tratamentos sdo custosos,
nao curativos e exigem muito a colaboragdo do proprietario. Nos tltimos
anos a terapia celular com células-tronco trouxe uma nova esperanga para
o cenario da medicina veterindria quanto ao tratamento de doencas que
ainda ndo possuem um tratamento efetivo. A obtengdo de células-tronco de
anexos embrionarios, nos quais os tecidos sio comumente descartados no
momento do nascimento ou em campanhas de castragao, esta se tornando
muito interessante. J4 foi descrito que as células-tronco obtidas da membrana
amnidtica humana possuem propriedades regenerativas e imunomoduladoras
observadas em células-tronco mesenquimais obtidas de outras fontes. O
isolamento e a caracterizagdo de células-tronco de membrana amnidtica
de caes em diferentes periodos gestacionais ja foram obtidos com sucesso.
Além da caracterizagao, estas células foram testadas quanto sua capacidade
tumorigénica, quando da sua injegao de aproximadamente um milhao destas
células-tronco pela via subcutinea na regido cervical de camundongos
imunossuprimidos e nio foi constatada a formagao tumoral, apds 60 dias
da injegdo. O presente trabalho foi delineado para avaliar a eficiéncia do
emprego de células-tronco da membrana amniética para o tratamento da KCS
em cdes. Foram empregados os pardmetros clinicos rotineiros em oftalmologia
para os sinais clinicos bem como, os testes oftdlmicos, de Schirmer e Butt.
Além disso, o potencial imunomodulador das células foi investigado com a
avaliagdo citolégica de um raspado antes e ap6s o tratamento com as células,
tendo em vista o controle da evolugio do processo inflamatério. Material e
métodos: Dois animais de espécie canina, sexo feminino da raga Golden
Retriever provenientes do canil da Faculdade de Medicina Veterindria com
idade média de sete anos e em grau crénico de KCS foram selecionados. Apds
a selecao, esses animais foram submetidos ao tratamento com células-tronco
de membrana amniética apds aprovagio pelo comité de ética CEUA/Vet n°
3122/2013. As células-tronco de membrana amniética foram injetadas em
ambas as glandulas lacrimais da terceira palpebra, duas vezes com intervalo
de 30 dias cada. Na primeira inje¢do foram utilizadas 0,5x10° células em cada
glandula e na segunda 1x10°. Ap6s o tratamento, os animais foram avaliados
semanalmente por exame oftalmoldgico e testes oftdlmicos. Resultados:

Antes da injegéo celular, os dois animais incluidos no estudo foram submetidos

a um exame oftalmoldgico que novamente confirmou o padrao cronico da
KCS (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados da avaliagao oftalmoldgica dos animais incluidos no tratamento com células-tronco

de membrana amniética antes da injegdo nas caninas1e 2

Testes/ Avaliagio Oftalmologica Cao1 Cao2
S N lent +++ AO ++++ AO
ccregao mucopurulenta Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
Teste de Ameaga . .
: Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento / y
Teste de Schirmer 02/03 oofoo
Teste de Butt Incerto Incerto
N Degeneragao +++ AO Degeneragao ++++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 11/13 13/11
Aspecto corneano Opacidade ++OD +++OE Opacidade ++++ AO
P Pigmentagio +++ AO Pigmentagdo ++++ AO

AO=ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Presso intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Mudangas significativas ndo foram observadas nos pardmetros
oftalmoldgicos apds sete dias de tratamento. Entretanto, o aspecto das glandulas
lacrimais destes animais se apresentaram mais préximos da normalidade apds

sete dias do tratamento (tabela 2).
Tabela 2 - Resultados da avaliagao oftalmologica apos sete dias de tratamento com as células-tronco de

membrana amni6tica nas caninas 1 e 2

Testes/exames Cio1 Cao2
Secregao mucopurulenta o+ AO it AQ
ot e AP Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
2 Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento 03/0 0/00
Teste de Schirmer 3/05
Teste de Butt Incerto Incerto
A Degeneragao: ++ AO Degeneragao: +++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 12/13 13/13
Aspecto corneano Opacidade: ++OD +++OE Opacidade: ++++ AO
P Pigmentagao: +++ AO Pigmentagdo: ++++ AO

AO=ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressdo intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Conforme mostra a tabela 3, apds 14 dias de tratamento com as células-
tronco, os dois animais apresentaram um aumento no teste de Schirmer, sendo
este bem mais significativo no animal 1. Além disso, a secre¢do mucopurulenta

mostrou-se reduzida nos olhos do animal 2.
Tabela 3 - Resultados da avaliagio oftalmoldgica 14 dias apés tratamento com células-tronco de

membrana amni6tica nos animais 1 e 2

Testes/exames Cao1 Cio 2
Secregio mucopurulenta T AO . ++ AQ
Teste de Ameaga Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
Teste de Schirmer 09/09 oo/o1
Teste de Butt Incerto Incerto
Aspecto das glandulas Degeneragio ++ AO Degeneragdo +++ AO
Plg grnd 13/14 12/09
Aspecto corneano Opacidade ++OD +++OE Opacidade ++++ AO
i Pigmentagao +++ AO Pigmentagio ++++ AO

AO=ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressdo intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Apés 21 dias da implantagdo, a quantidade da secre¢do continuava a
mesma, porém houve uma redugdo em torno de 50% no teste lacrimal de
Schirmer. Nenhuma mudanga no aspecto das glandulas lacrimais da terceira

palpebra essa fase foi distinta do observado aos apds sete dias de tratamento.
Tabela 4 - Resultados da avaliagao oftalmoldgica aos 21 dias de tratamento dos animais 1 e 2

Testes/exames Cio1 Cao2
Secregao mucopurulenta i+ AO ++ AO
Teste fie Ameai Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
A Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento 04/0 0/00
Teste de Schirmer 4705
Teste de Butt Incerto Incerto
N Degeneragio ++ AO Degeneragao +++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 13/14 12/09
Opacidade ++OD +++ OE Opacidade ++++ AO
Aspecto corneano . N . -
Pigmentagao +++ AO Pigmentagao +++ AO

AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressio intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

O exame oftalmoldgico 30 dias apds implantagdo demonstrou que o Teste
de Schirmer apresentou valores iguais ao do inicio do estudo e as glandulas
lacrimais da terceira palpebra voltaram também ao seu aspecto inicial, ou seja,

o que eram antes da implantagdo. No entanto, notou-se nos dois animais a

mvész 87

crmvsp.gov.br


patricia
Retângulo


