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1. INTRODUCAO

A quimioterapia metrondmica, diferente da quimioterapia tradicional, utiliza farmacos
em doses menores por um longo periodo sem intervalo prolongado; este novo método
tem como alvo priméario as células endoteliais da nova rede vascular tumoral (Browder
et al., 2000). Sendo que, 0 seu mecanismo anti-angiogénico pode ser explicado tanto
pela acdo direta impedindo o crescimento e estimulando a apoptose das células
endoteliais, quanto pela producéo indireta de trombospondina-1 (Kerbel, Kamen,
2004). A ciclofosfamida (agente alquilante nitrogenado) é o quimioterapico mais
estudado em regimes metrdnomos; € administrado via oral, em baixas doses isoladas
ou combinada com outros agentes (Penel; Adenis; Bocci, 2011). Desta forma, o
tratamento pode ser feito sem internagdes, apresentando baixo risco de toxicidade e
com baixo custo (Andre; Guercio; Pasquier, 2013).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da quimioterapia com ciclofosfamida na
angioarquitetura da bolsa jugal ap6s inducdo quimica de carcinoma de células
escamosas por meio da técnica de corroséo seguida de MEV.

2. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada sob os paradigmas qualitativos, em uma abordagem
descritiva relacional e morfométrica tridimensional respectivamente. O protocolo de
pesquisa foi aprovado pela Comisséo Cientifica do Programa de Pés Graduacdo em
Medicina e Ciéncias da Satde, pelo Comité de Etica para Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (CEUA PUCRS of. 419/10-PG). Doze
hamsters sirios dourados (mesocricetusauratus) machos tiveram suas bolsas direitas
submetidas a inducdo tumoral com dimetilbenzantraceno (DMBA) e peroxido de
carbamida por 55 dias. As bolsas esquerdas ndo receberam tratamento (bolsas
normais - controle). Os animais foram entéo divididos em dois grupos de seis animais
cada; no grupo 1 a bolsa direita foi tratada com ciclofosfamida por 4 semanas, sendo
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as dosagens de cada farmaco calculada de acordo com a media aritmética dos pesos
dos animais. (grupo tratamento) e no grupo 2 a bolsa direita permaneceu sem
tratamento (grupo controle do tratamento). Apds 4 semanas, 0s hamsters tiveram suas
redes vasculares perfundidas pela resina Mercox® e analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura. O trabalho foi realizado respeitando os preceitos para
minimizar o sofrimento e a dor dos animais, conforme Lei Arouca 2008,n° 11.794/08
que regulamenta o inciso VIl do § 1° do art. 225 da Constituicao Federal,
estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais, revogando a Lei n°
6.638, de 8 de maio de 1979; e da outras providéncias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversas alteraces foram observadas nas bolsas jugais direitas ao longo das oito
semanas de inducéo do carcinoma de células escamosa. Em contrapartida, na bolsa
jugal esquerda ndo demonstrou nenhuma modificacdo pois ndo foram submetidas a
indug&o tumoral.

Anélise dos moldes de resina observados sob a MEV
Bolsa jugal esquerda dos diferentes grupos (isentas de tumor): auséncia de alteracdes
vasculares morfolégicas indicativas de proliferacdo vascular.
Bolsa jugal direita do grupo 2 (tumores sem tratamento): pode-se verificar vasos
orientados de forma randémica e alteracdes na morfologia, como variacdes atipicas
no diametro e dilatacdes abruptas, curso alterado de retilineo para sinuoso, valvulas
venosas tornam-se raras, artérias e veias de grande calibre assumiram seu curso
individualmente, e coxins intra-arteriais ndo mais observados.
Bolsa jugal direita do grupo 1 (tumores tratados com ciclofosfamida): o arranjo
vascular demonstrou-se semelhante aquelas observadas na bolsa esquerda,
apresentando uma malha frouxa sem nenhum padrao distinguivel. Os vasos arteriais
e venosos de grande calibre estavam dispostos em paralelo e com curso retilineo; os
vasos arteriais ramificavam-se de forma regular, respeitando a hierarquia vascular.
Observava-se paredes endoteliais lisas, coxins junto aos pontos de bifurcacdo das
artérias, e valvulas posicionadas proximamente a regides de fusdo de dois vasos
venosos. O uso de métodos para a aquisi¢cdo de imagens que possuem alto poder de
resolucdo € de fundamental importancia para o estudo morfolégico direto dos
fendbmenos de proliferacdo vascular. Clauss e Breier (2005) afirmaram que € apenas
possivel identificar os pilares intussusceptivos e 0s sproutings com equipamentos que
tenham um poder de resolucdo minimo de 1um. A escolha da MEV para a analise das
réplicas de corroséo tratadas com os farmacos antiangiogénicos foi baseada nesse
fato, uma vez que os métodos mais modernos para a obtencdo de imagens, como a
microtomografia e a ressonancia nuclear magnética, ainda ndo conseguem obter
imagens em alta definigcdo. Além disso, a associagao das réplicas de corrosdo com a
MEV permitiu a comparagéo da geometria do sistema vascular de tumores com e sem
tratamento, através da avaliacdo da caracteristica do curso e das paredes dos vasos,
do padrao de ramificacbes, dos diametros vasculares e de distancias intervasculares.
O tratamento das bolsas com o farmaco antiangiogénico provocou uma reducao dos
sinais de proliferacdo vascular, além de exibir uma angioarquitetura mais proxima das
bolsas livres de tumor, indo ao encontro da teoria de normalizagéo vascular
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formulada por Rakesh K. Jain (2001). A angioarquitetura das bolsas esquerdas dos
trés grupos foram caracterizadas por sua homogeneidade e regularidade, sendo
compativeis com orgaos em estado fisiologico. As bolsas direitas do grupo controle,
em contrapartida, exibiram diversas irregularidades no arranjo tridimensional de suas
redes vasculares. Goel et al. (2011) e Jain (2013) afirmam que tais alteracdes
estruturais das redes vasculares ocorrem de forma heterogénea durante qualquer
momento do crescimento e da progresséo dos tumores. Ja as bolsas direitas tratadas
com ciclofosfamida demonstraram manifestagdes ainda mais evidentes do processo
normalizacdo da angioarquitetura. As réplicas vasculares dessas bolsas possuiam
algumas zonas marcadas por uma rede de vasos muito semelhante aquela que supria
a tunica muscular das bolsas esquerdas, o que sugeriu o reestabelecimento da rede
vascular presente nas bolsas livres de tumor. A rede vascular da camada luminal do
grupo tratado com ciclofosfamida exibiu al¢cas e tufos vasculares que apresentavam
uma morfologia menos aberrante do que aquela encontrada nas amostras sem
tratamento. Dessa forma, evidenciou-se que, em regime metronémico, o tratamento
com ciclofosfamida provocou um efeito mais intenso no envelope vascular do que nos
tumores exofiticos.

4. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a avaliacdo de réplicas vasculares de corroséao
através microscopia eletrénica de varredura é uma ferramenta util para o estudo das
alteracdes morfolégicas ocorridas na rede vascular das bolsas jugais de hamsters
apos a inducao tumoral e o subsequente tratamento com drogas antiangiogéncias. Os
achados aqui descritos forneceram evidéncias que suportam a teoria da normalizacao
vascular, na qual o uso dos farmacos com efeito antiangiogénicos como a
ciclofosfamida em regime metronémico normalizaria a rede vascular dos tumores
através da poda de estruturas imaturas e da reordenacao dos vasos persistentes.
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