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1. INTRODUCAO

O melanoma cutdaneo é uma lesdo maligna que tem origem no
melanoblasto da pele, correspondendo a cerca de 1 a 3% de todas as neoplasias
malignas. O tumor desenvolve-se em qualquer drea da pele e, excepcionalmente,
pode atingir mucosas, leptomeninges e¢ o globo ocular. Ocorre em igual
propor¢do entre homens e mulheres e acomete principalmente pessoas de pele
clara. Em negros, as regides palmares e plantares sdo os sitios mais comuns.
Embora o pico de incidéncia ocorra entre os 40 e 60 anos, a lesdo tem sido
observada em qualquer grupo etario, sendo, porém, bastante rara em criangas
(ARIEL, 1981; ROSES, HARRIS ¢ ACKERMAN, 1983; KOH, 1991; EVANS e
MANSON, 1994).

A etiologia do melanoma cutdneo permanece obscura, porém Vvarios
fatores ambientais e do hospedeiro tém sido associados ao desenvolvimento
dessa neoplasia. Dentre esses fatores, exposigdo solar excessiva, queimaduras
solares, pele clara, cabelos loiros ou ruivos, grande quantidade de sardas nos
ombros e dorso, historia familiar de melanoma e presenga de ceratose actinica
parecem ser os mais importantes (ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983; KOH,
1991; EVANS ¢ MANSON, 1994).

Estudos sugerem ser a luz solar o fator ambiental mais importante na
génese do melanoma cutdneo. O mecanismo preciso de sua atuagdo ndo ¢ de
todo conhecido. Tem-se proposto que os raios B ultravioleta estimulam o
potencial mitdtico dos melandcitos. Pacientes com queimaduras solares
acompanhadas de dor e formagdo de flictenas tém um risco de desenvolvimento
do melanoma cutaneo duas a trés vezes maior que a populagdo normal; efélides e

lesdes cutdneas induzidas pela luz solar conferem um risco vinte e nove vezes
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maior (SOBER, 1987, ARMSTRONG, 1988; KOH, KLIGLER ¢ LEW, 1990:
KOPE, KRIPKE e STERN, 1990).

A maioria dos melanomas estd associada a um nevo pré-existente,
geralmente com atividade juncional. O seu aparecimento, sem uma lesdo
pigmentada prévia, sé ocorre em 30% dos casos. Os nevos das regides palmares
e plantares, dos leitos ungueais, dos genitais ¢ das membranas mucosas sdo mais
propensos a atuar como origem de melanoma cutaneo do que os sinais
congénitos de outras localizagdes (ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983; KOH,
1991; EVANS e MANSON, 1994).

Ndo so a incidéncia como também a morbidade e a mortalidade do
melanoma cutaneo vém aumentando em varias partes do mundo, principalmente
na Suécia, Australia, Nova Zelandia, Israel e Estados Unidos (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 1992). Nesse ultimo, foi o cancer cuja incidéncia
teve o crescimento mais expressivo nos ultimos 35 anos, aumentando quase trés
vezes (EVANS e MANSON, 1994). Estima-se que, no ano 2000, um em cada
90 americanos desenvolvera esta neoplasia (RIGEL, KOPF e FRIEDMAN,
1987). A explicagdo para esta elevagdo na incidéncia estaria no aumento da
exposi¢do a radiagdo solar nas ragas de pele clara (RIGEL e col, 1987;
MORTON, 1990).

No Brasil, conforme dados obtidos a partir dos Registros de Base
Populacional de Sdo Paulo, Porto Alegre, Recife ¢ Fortaleza, a incidéncia de
melanoma cutineo variou entre 1,3 ¢ 4,0 por 100 mil habitantes no periodo de
1978 a 1982. Quanto a mortalidade, segundo dados do Ministério da Saude, nio
foram observadas modificagdes significativas no periodo de 1977 a 1985
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992). Estima-se que o melanoma
cutaneo venha a ser responsavel por 0,7% dos 6obitos por céncer no ano de 1996

em ambos os sexos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1996).
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Em Porto Alegre, segundo dados da Secretaria Estadual da Saude e do
Meio Ambiente, as taxas de incidéncia foram de 1,43/100.000 e 1,42/100.000 em
1991, respectivamente, para os sexos masculino ¢ feminino, uma das mais altas
em todo o pais (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

A populagdo do Rio Grande do Sul € constituida, em sua maioria, por
individuos de cor branca, descendentes de imigrantes europeus, etnicamente
classificados como caucasianos. E grande também o niimero de trabalhadores
que exerce suas atividades em zonas rurais - agricultura, pecudria, pesca - com
€Xposi¢do intensa aos raios solares (JORNAL ZERO HORA).

Outro fator a ser considerado ¢ a reducdo progressiva da camada de
0z0nio, o filtro natural de prote¢do da atmosfera contra os raios ultravioletas, que
em 1993 era da ordem de 19,5% no Rio Grande do Sul, segundo artigo publicado
na imprensa leiga (STIEGGER, 1993).

Esses fatores certamente concorrem para que, €m nosso meio, também se
observe um aumento da incidéncia do melanoma cutineo, tornando-se cada vez
mais importante sua prevengdo e tratamento.

Deve-se considerar o diagndstico de melanoma cutineo sempre que uma
lesdo pigmentada apresentar uma ou mais das seguintes caracteristicas: prurido,
tamanho superior a 0,6 cm, crescimento, contornos irregulares, alteragdo de cor,
reagdo inflamatoria local, ulceragdo e sangramento (ARIEL, 1981; ROSES e col,
1983).

Frente a uma lesdo pigmentada suspeita, a realizagdo de bidpsia se impde,
para que o diagnostico de melanoma cutdneo seja confirmado ou excluido
histologicamente. Da-se preferéncia sempre a bidpsia excisional, estando a
incisional reservada apenas para os casos em que a lesdo ¢ de grandes dimensdes
ou esta situada em regides anatdmicas em que sua remog¢do completa envolve

procedimentos cirirgicos maiores (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992,

GBIt
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Em todos os casos confirmados de melanoma cutaneo, a avaliagdo da
presenga de metdstases locorregionais e a distancia deve ser feita através de
exame fisico completo e de exames complementares pertinentes de acordo com o
quadro clinico (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992).

Com base em suas manifestagdes clinicas, comportamento bioldgico e
caracteristicas histologicas, classifica-se 0 melanoma cutdneo em quatro
subgrupos: de espalhamento superficial, nodular, lentigo maligno e acral-
lentiginoso.

A variedade mais comum é o melanoma de espalhamento superficial,
ocorrendo em 70% dos casos. SO é menos agressivo que o nodular. Em cerca de
30% dos casos, desenvolve-se sobre um nevo pré-existente, o qual transforma-se
lentamente durante um longo periodo de tempo, meses a anos, e entdo cresce
rapidamente; o restante dos casos ja € maligno desde o seu surgimento. Pode ser
plano ou discretamente elevado quando ocorre crescimento vertical. Comumente
encontra-se uma variedade de coloragdo na mesma lesdo, combinada com bordas
iregulares e pouco nitidas e hiperceratose também irregular. Parece haver um
ligeiro predominio em mulheres, principalmente nos membros inferiores e dorso
(ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983).

O segundo tipo mais freqiente é o melanoma nodular, que ocorre
em 15 a 30% dos casos ¢ ¢ a variedade mais agressiva. Em nosso meio, contudo,
a maioria dos doentes apresenta tumores desse subgrupo (46,5%)
(MIGLIAVACCA, GUIMARAES ¢ HOFMANN, 1993). Sua evolugdo ¢ rapida,
de semanas a meses, originando-se de pele normal ou, mais raramente, de nevo
pré-existente. A lesdo ¢ elevada, nodular, geralmente preta ou azulada, com
tendéncia a ulceragdo e hemorragia € com rapido crescimento vertical, invadindo

a derme. Aproximadamente 5% das lesdes sdo amelandticas. A incidéncia é
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maior no sexo masculino, comumente no tronco e cabeg¢a (ARIEL, 1981; ROSES
e col, 1983).

O lentigo maligno € pouco freqiiente, perfazendo 4 a 10% do total. Tem
baixa agressividade e aproximadamente 95% das lesdes sdo in situ, ou seja, s6
apresentam fase de crescimento lateral. A coloragdo varia do castanho ao negro,
sem bordas nitidas, podendo alcangar varios centimetros de didmetro. Apresenta
crescimento muito lento, anos a décadas. Acomete ambos os sexos em igual
proporg¢do, principalmente em cabega € pescogo € quase sempre em pessoas de
idade avangada (ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983).

Por fim, o melanoma acral-lentiginoso também € pouco freqiiente, 2 a 8%,
porém em negros, asiaticos e hispanicos pode chegar a 35 - 60%. Tem alta
agressividade e acomete as regides palmar, plantar e leito ungueal. A lesdo ¢
plana, variando do castanho ao negro, com bordas irregulares, podendo alcangar
varios centimetros de didmetro. Ambos os sexos s3o acometidos igualmente
(ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983).

A profundidade do melanoma cutaneo na pele tem relagdo com o seu
progndstico. A avaliagdo histopatologica da profundidade da lesdo primaria é
denominada microestadiamento e tem sido feita segundo classificagdes propostas
por Clark (CLARK, FROM, BERNARDINO ¢ MIHM, 1969) e por Breslow
(BRESLOW, 1970).

A classificagdo de Clark mede os diferentes niveis de invasdo que refletem
a profundidade de penetragdo nas camadas dérmicas até a hipoderme (Quadro I)
(CLARK e col, 1969).



21

QUADRO I

CLASSIFICACAO DE CLARK PARA O MELANOMA CUTANEO

CLASSIFICACAO DE CLARK

[ - compromete apenas a epiderme (in situ)
Il - invade a derme papilar

[II - atinge a jungdo papilorreticular

[V - invade a derme reticular

V - invade a hipoderme

A classificagdo de Breslow mede a espessura da lesdo através de um
micrémetro ocular, determinando sua altura vertical total (Quadro II). A
espessura do melanoma cutdneo guarda uma estreita relagdio com a historia
natural da doenga: quanto maior a espessura do tumor, pior o prognostico.
Assim, ¢ a medida de prognéstico considerada mais importante, pois permite
uma estimativa individual do risco de metastases regionais ou a distincia e da

sobrevida (BRESLOW, 1970).

QUADRO II

CLASSIFICACAO DE BRESLOW PARA O MELANOMA CUTANEO

CLASSIFICACAO DE
BRESLOW

até 0,75 mm
0,76 a 1,5 mm
1,51 a4,0 mm
acima de 4,0 mm
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A classificagdo mais difundida e aceita atualmente para o estadiamento do
melanoma cutaneo é a compilada pelo American Joint Committee on Cancer
(AJCC) e pela Unido Internacional de Combate ao Cancer (UICC) (Quadro IIT)
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992).

QUADRO III
ESTADIAMENTO DO MELANOMA CUTANEO DE ACORDO COM O AJCC/UICC

ESTADIO pTNM' DESCRICAO
0 pTis’ melanoma in situ (Clark I)
pT1 NO MO tumor confinado a derme papilar (Clark II) ou
até 0,75 mm
I
pT2 NO MO tumor atingindo a jungdo papilorreticular
(Clark III) ou de 0,76 a 1,5 mm
pT3a tumor com invasdo da derme reticular (Clark
IV)oude 1,51 a3 mm
i pT3 NO MO
pT3b tumor com invasdo da derme reticular (Clark

IV)oude 3,1 a4 mm

pT4a tumor com invasdo da hipoderme (Clark V) ou
acima de 4 mm

pT4 NO MO
pT4b satelitose
Il pT* N1 MO adenopatia regional menor que 3 ¢m no maior
didmetro
N2a adenopatia regional maior que 3 cm no maior
didmetro
pT* N2 MO N2b metéstase em transito
N2¢ ambos (N2a e N2b)
Mla metastase para a pele, tecido celular
subcutdneo ou adenopatia ndo regional
IV pT* N** M1

M1b metastase visceral

I: segundo a Classificagio TNM dos Tumores Malignos (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 1989), T representa a extensio do tumor primario, N as metistases em
linfonodos regionais, M as metastases a distancia e p a classificagdo histopatologica
pos-operatoria; *: tumor in situ; >: qualquer T; 4. qualquer N.
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A cirurgia constitui-se no recurso de primeira linha no tratamento da lesio
primaria e das metastases locorregionais e sistémicas do melanoma cutineo
(ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983; CASCINELLIL, BELLI, VAGLINI e LOVO,
1991; BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992; EVANS e MANSON, 1994).

A ressecgdo cirtirgica da lesdo primaria deve ser ampla, tridimensional e
envolver uma margem de tecido sadio. Essa margem de seguranga é diretamente
proporcional ao microestadiamento do tumor e pode variar entre 1 e 3 cm
(NEADES, ORR, HUGHES e HORGAN, 1993).

Na presenga de linfonodos regionais metastaticos, estd indicada a
linfadenectomia regional radical (COIT, 1992a; COIT, 1992b; KARAKOUSIS,
1992; SPIRO e SPIRO, 1992). A ressecgdo cirirgica também ¢ empregada em
metastases viscerais inicas € em metastases cutaneas, subcutineas e linfaticas,
desde que tecnicamente factivel, levando-se em consideragido o tamanho e o
numero das mesmas (ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983; AMARAL, SEBEN,
ZANOTELLI, LUZ JUNIOR, SILVA, VAZ ¢ CAMARGO, 1986; EVANS e
MANSON, 1994).

Embora os avangos da terapia adjuvante - quimioterapia, radioterapia,
imunoterapia, hormonioterapia - tenham sido grandes nos tltimos anos, até o
momento ndo existe protocolo que seja suficientemente efetivo para ser
recomendado como rotina no tratamento do melanoma cutdneo em seus estagios
iniciais (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992; STEFFENS e
LIVINGSTON, 1992; EVANS ¢ MANSON, 1994).

Ja no melanoma avangado, o tratamento quimioterapico sistémico pode ser
empregado, porém ndo causa aumento significativo na sobrevida; 20 a 25% dos
pacientes tratados terdo uma resposta parcial e apenas 1% tera resposta efetiva e
duravel. A dacarbazina, utilizada de forma isolada, € a tinica droga citotoxica que

tem demonstrado taxas consistentes de resposta que variam entre 15 e 25%.
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Entretanto essa resposta em geral € parcial, de poucos meses e principalmente
em metastases de tecidos moles. Outras drogas tém sido estudadas, como as
nitrosuréias, a cisplatina e o taxol, porém nenhuma demonstrou superioridade em
relagdio a dacarbazina. Varios estudos cooperativos, combinando multiplas
drogas, tém demonstrado aumento na toxicidade sem elevagdo significativa da
resposta (GOLOMB, 1985; CREAGAN, 1989; LAKHANI, SELBY e BLISS,
1990; KOH, 1991; BUZAID e MURREN, 1992; GUERRY e SCHUCHTER,
1992; EVANS e MANSON, 1994).

O papel da radioterapia no tratamento do melanoma cutaneo € limitado e
tem relagdo direta com a dose empregada € com a extensdo e localizagdo do
tumor. Sua maior indicagdo ¢ para o tratamento paliativo de metastases
sintomaticas em ossos, cérebro e raque (BLAKE, CATTERALL e
ERVINGTON, 1985; COOPER, 1985).

A imunoterapia é outra alternativa para o melanoma cutaneo. O tratamento
com o bacilo Calmette-Guerin (BCG) e com a Corynebacterium parvum mostrou
resposta em estudos ndo randomizados no passado. Contudo esse tratamento foi
abandonado, pois nenhum estudo randomizado mostrou resposta efetiva
(EVANS ¢ MANSON, 1994). Recentes trabalhos sobre o emprego de uma
vacina autdloga antimelanoma em pacientes portadores de melanoma cutineo
com alto risco para o desenvolvimento de doenga metastatica, que estimula a
produgdo de anticorpos antimelanoma, mostraram aumento no intervalo livre de
doenga. Contudo as taxas de sobrevida ndo foram alteradas (EVANS e
MANSON, 1994). Resposta objetiva em pacientes com doenga metastatica foi
observada com a utilizagdo de modificadores da resposta bioldgica, como o o-
interferon, a interleucina-2 e os linfocitos killer ativados, isolados ou associados
a farmacos citotoxicos, porém com taxas ndo superiores a 20% (BUZAID e

MURREN, 1992; RICHARDS, GILEWSKI, RAMMING, MITCHEL, DOANE
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e VOGELZANG, 1992; STEFFENS e LIVINGSTON, 1992; EVANS e
MANSON, 1994; FOPPOLI, CITTERIO, POLASTRI ¢ GUERRIERI, 1994;
ATZPODIEN, HANNINEN, KIRCHNER, FRANZKE, KORFER,
VOLKENANDT, DUENSING, SCHOMBURG, CHAITCHIK e POLIWODA,
1995).

Os resultados insatisfatorios obtidos com as modalidades de tratamento
tradicionais do melanoma cutdneo metastatico tém estimulado a realizagdo de
estudos experimentais com novos métodos. A busca de drogas alternativas ou
complementares para o tratamento do melanoma cutaneo, principalmente nos
estagios avangados, tem ocasionado um grande numero de publicagdes na area.
Uma modalidade terapéutica promissora € a que explora a manipulagido hormonal
através da utilizagdo de hormdnios ou substéncias correlatas.

No cancer de mama, por exemplo, a dependéncia hormonal é um fato
reconhecido ha mais de um século. O grau dessa dependéncia e as variagoes de
resposta terapéutica a manipulagdo hormonal sdo também conhecidos e
explorados ha longo tempo. Estd bem estabelecido, nos dias atuais, que pelo
menos uma fragdo dos tumores mamarios ¢ hormoénio-dependente e, desta forma,
responsiva a hormonioterapia. A resposta depende da presenga de receptores
hormonais nas células neoplasicas (ARNAUD, 1995; KARDINAL, 1995).

Os receptores hormonais sdo proteinas que se ligam aos hormdnios com
graus variaveis de afinidade ¢ especificidade. S3o encontrados nas células
neoplasicas, que muitas vezes dependem da estimulagdo hormonal para expressar
suas manifestagdes fenotipicas. No cancer de mama, foram identificados
receptores hormonais para estrogenos e para progesterona (MONTORO, 1995;
WITTLIFF, 1995).

A determinagdo desses receptores hormonais permite identificar grupos

que mais provavelmente responderdo a terapéutica hormonal. Além disso, essa
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dosagem tem valor progndstico, pois as pacientes que apresentam receptores
positivos evoluem e respondem melhor a todas as formas de tratamento; sua
presenga ¢ um sinal indicativo de tumor mais diferenciado (MONTORO, 1995:
WITTLIFF, 1995).

Os critérios gerais de sele¢do de pacientes com céncer de mama para
hormonioterapia sdo os seguintes: doenga recorrente de crescimento lento,
particularmente em pele e tecidos moles (excluido o carcinoma inflamatorio) e
ossos, intervalo livre de doenga superior a 2 anos, idade acima de 35 anos e
resposta objetiva a manipulagdo endocrina prévia. Metastases hepaticas,
pulmonares ¢ cerebrais sdo mais resistentes a manipulagdo enddcrina
(ARNAUD, 1995; KARDINAL, 1995).

Nas pacientes que menstruam regularmente, a ablagdo, através da
castragdo cirurgica, é geralmente recomendada como tratamento enddcrino de
primeira linha. J4 nas pés-menopdusicas, o tratamento aditivo com tamoxifeno,
um antiestrégeno ndo-esterdide, € a terapia hormonal mais amplamente usada na
atualidade (ARNAUD, 1995; KARDINAL, 1995).

O papel exercido pelos hormdnios esterdides no desenvolvimento e
dissemina¢do do melanoma cutdneo ha muito tem sido objeto de investigagio.

A historia natural da doenga sugere que esses hormdnios possam afetar seu
comportamento biologico. Reforgam esse conceito de dependéncia hormonal do
melanoma cutineo as seguintes observagdes: seu aparecimento ¢ extremamente
raro antes da puberdade; seu pico de incidéncia nas mulheres ¢ bimodal,
coincidindo com a menacme € a menopausa; ndo sdo incomuns os relatos de
rapida disseminagdo durante a gestagdo e sdo encontrados alguns relatos de
regressdo espontdnea apos o parto; € o prognostico do melanoma cutaneo nas
mulheres, apesar do estagio da doenga e do tratamento instituido, é melhor que

nos homens (FISCHER, NEIFELD e LIPPMAN, 1976; CHAUDHURI,
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WALKER, BEATTIE e Das GUPTA, 1979; KARAKOUSIS, LOPEZ,
BHAKOO, ROSEN, MOORE ¢ CARLSON, 1980).

Em face da premissa de que essa neoplasia maligna possa ter seu
comportamento bioldgico influenciado pelos hormonios esterdides, varios
estudos sdo encontrados utilizando a manipulagdo hormonal no tratamento do
melanoma cutdneo avangado. Essas observagdes estimulam pesquisas na érea,

em especial com o tamoxifeno.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar a resposta do melanoma murino

B16-F10, desenvolvido experimentalmente em camundongos C57BL/6N, a

terapéutica antiestrogénica isolada com tamoxifeno.
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3. METODO

3.1. AMOSTRA

Foram utilizados 42 camundongos (Mus domesticus domesticus) da cepa
CS7BL/6N, fémeas, isogénicos, adultos, clinicamente sadios e provenientes do
[nstituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer (ILPC) de Sao Paulo.

Os animais foram alojados na Divisdo de Produgdo e Experimentagio
Animal da Fundagédo Estadual de Produgdo e Pesquisa em Saude da Secretaria da
Saude e do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul, em sistema convencional, sem
controle de temperatura e umidade. Foram mantidos em caixas de polipropileno
padrdo para camundongo (49 x 34 x 16 cm) com tampas gradeadas de arame
galvanizado com tratamento antioxidante, com 5 animais por caixa no maximo.
As caixas eram limpas duas vezes por semana, com troca da serragem e
alimentagdo. Utilizava-se serragem esterilizada em autoclave e a alimentagdo
consistiu de ragdo para camundongo (Purina®) e dgua fresca permanente.

Os 42 camundongos foram divididos em 2 grupos por alocagdo casual
probabilistica. Convencionou-se denomina-los grupo tratamento e grupo controle.

No primeiro dia do experimento (dia 1), foram inoculadas células de
melanoma murino em todos 0s animais.

Os animais do grupo tratamento - 22 camundongos - receberam citrato de
tamoxifeno (Zeneca®) a partir do primeiro dia do experimento (dia 1) até a sua
morte, ¢ os animais do grupo controle - 20 camundongos - ndo receberam

nenhuma medicagdo.
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3.2. PROCEDIMENTOS

3.2.1. Cultura Celular

A linhagem celular utilizada fo1 0 melanoma murino B16-F10 proveniente
do ILPC e foi cultivada no Laboratério de Cultura de Tecidos da Unidade de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Todo o trabalho foi realizado em condigdes assépticas, em capela de fluxo
laminar com 1dmpada ultravioleta (Luwa®), com material estéril e descartavel.

Como substrato quimico para o cultivo celular, foi utilizado o seguinte

meio:

- 1.000 ml de meio de cultura RPMI-1640 com L-glutamina (Cultilab®)
- 100 ml de soro fetal bovino (Cultilab®)

- 40 mg de gentamicina (Schering®)

- 2 g de bicarbonato de sodio 5,6% (Cultilab®)

- 2,38 g de HEPES (Sigma®)

Como substrato fisico, foi utilizado frasco de 275 ml para cultura de

c€lulas, plano e com tampa vedadora (Corning®).

e Descongelamento

As células de melanoma murino B16-F10 eram estocadas e congeladas em

tanques de nitrogénio liquido, em pequenas aliquotas dentro de frascos

[0

criogénicos estéreis de 2 ml, fundo em “u” e com tampa de rosca interna
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(Corning®). Para descongela-las, o frasco criogénico era retirado do nitrogénio

liquido e aquecido, sem agita¢do, em banho-maria a 37°C.
e Semeadura

Terminado o descongelamento, o frasco criogénico era lavado com alcool
etilico 70% e o seu conteudo transferido para um tubo de centrifuga de 15 ml, de
polipropileno ¢ com tampa vedadora (Corning®), com 2 ml de substrato
quimico. O tubo era centrifugado (Excelsa Baby I modelo 206 - Fanem®)
por 5 min a 1.000 rotagdes por minuto (rpm). O sobrenadante era desprezado por
decantagdo e todo o excesso do tubo aspirado com auxilio de pipeta Pasteur.
Eram adicionados 5 ml de substrato quimico ao tubo e as células desprendidas
suavemente, batendo-se o tubo na palma da mdo. Eram retirados 2,5 ml com
seringa e passados para o frasco de cultura celular com 20 ml de substrato
quimico. O contetdo do frasco era homogeneizado levemente, observado ao
microscépio invertido (Carl Zeiss®) e, a seguir, o frasco era mantido em estufa
(Forma Scientific®) a 37°C, com atmosfera contendo 5% de CO, e umidade

relativa de 100%, com a tampa entreaberta.
e Troca do substrato quimico

O frasco era observado ao microscopio invertido diariamente. A cada 72 h,
ou antes disto se a coloragdo do substrato quimico mudasse (varia¢do do réseo
para o alaranjado), era feita a troca do substrato quimico antigo. Esse era
decantado e substituido por 24 ml de substrato quimico novo, com leve
homogeneizagdo do contetudo do frasco e novamente observado ao microscopio

invertido. O frasco era recolocado na estufa de CO, com a tampa entreaberta.
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e Tripsinizagio e repique

Quando o frasco ficava repleto de cé€lulas, o substrato quimico era
decantado ¢ adicionava-se 1 ml de solugdo de tripsina-EDTA (Cultilab®),
previamente filtrada com filtro 0,22 pm (Millipore®) e aquecida a 37°C. O
frasco era homogeneizado e deixado, com a tampa entreaberta, em estufa
de CO, por 30 seg. As células eram ressuspensas batendo-se vigorosamente o
frasco contra a palma da méo e, apds, o conteudo era observado ao microscopio
invertido. Eram adicionados 10 ml de substrato quimico ao frasco e
homogeneizados levemente. O conteudo era transferido para um tubo de
centrifuga e centrifugado por 6 min a 1.000 rpm. O sobrenadante era desprezado
por decantagdo e o precipitado ressuspenso em 6 ml de substrato quimico com
leve agitagdo. Eram preparados 2 frascos com 20 ml de substrato quimico em
cada e adicionados 3 ml da suspensdo celular em cada um. O conteudo era
homogeneizado levemente, observado ao microscopio invertido e incubado em

estufa de CO,, mantendo-se as tampas dos frascos entreabertas.

¢ Doses para inoculacido

Quando o frasco ficava repleto de células, o substrato quimico era
decantado. Previamente preparou-se a solu¢do de phosphate-buffered saline
(PBS) com utilizagdo de 4cido acético 2N, ajuste de pH em 7 e conservagdo a

4°C, com a seguinte composi¢do:

PBS (em 1.000 ml): 8,2 g de NaCl
0,2 g de NaH,PO, . 2H,0
1,6 g de Na2HPO4 : 12H20
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O frasco era lavado duas vezes com 10 ml de PBS, e o restante do
conteudo retirado com pipeta Pasteur. As células eram suspensas com 2 ml de
solugdo de tripsina-EDTA (filtrada e aquecida a 37°C) e mantidas por 30 seg na
estufa de CO,, com a tampa do frasco entreaberta. As células eram desprendidas,
batendo-se vigorosamente o frasco contra a palma da mdo, e ressuspensas
em 10 ml de PBS. Uma gota era retirada deste conteudo total de 12 ml e as
células eram contadas em camara de Neubauer. O total de células era calculado

pela seguinte formula:

total de células = numero de células contadas x 1.000 x 12
8

onde: 8 = numero de quadrilateros contados na camara de Neubauer
1.000 = fator de corregdo (células/ml)

12 = volume total do frasco

O numero total de células era dividido por 500.000 (numero de células
para inocula¢do em cada animal de experimenta¢do), para se obter o niimero de
doses disponiveis, ¢ centrifugado por 5 min a 3.000 rpm. O sobrenadante era
desprezado e o precipitado ressuspenso com 0,2 ml de PBS para cada dose
calculada e homogeneizado com pipeta Pasteur. Apods, as células eram

imediatamente inoculadas nos camundongos.

e Congelamento

Quando o frasco ficava repleto de células, o substrato quimico era
decantado e adicionava-se 1 ml de tripsina-EDTA (filtrada e aquecida a 37°C) ao

frasco. O conteido do frasco era homogeneizado e novamente decantado.
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Adicionava-se mais 1 ml de tripsina-EDTA (filtrada e aquecida a 37°C) e o
conteudo do frasco era novamente homogeneizado ¢ mantido por 30 seg na
estufa de CO,, com a tampa do frasco entreaberta. As células eram ressuspensas,
batendo-se vigorosamente o frasco contra a palma da mio, e, apos, observadas
ao microscopio invertido.

Como substrato quimico para o congelamento, era utilizado o seguinte

meio:

solugéo criopreservante: 18 ml de meio sem soro

2 ml de soro fetal bovino

2 ml de DMSO (Sigma®)

Era acrescentado 1 ml de solugdo criopreservante, previamente filtrada
com filtro 0,22 um, e todo o conteudo era transferido para um frasco criogénico,

que era mantido por 1 h no freezer a -70°C e, apds, estocado em nitrogénio

liquido.

3.2.2. Inoculagdo

No primeiro dia do experimento (dia 1), foi injetada uma dose individual
de 500.000 células de melanoma murino em todos os camundongos. Os animais
foram submetidos a contengdo manual, e a inoculagio foi feita no dorso, por via

subcutdnea, com seringa de 1 ml e agulha hipodérmica (13 x 0,45 mm) (Figura

).
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Fig. 1 - Detalhe da técnica de inoculagdo subcutanea das células de melanoma

murino no dorso do camundongo

3. 2. 3. Tratamento

Todos os anmimais do grupo tratamento receberam citrato de tamoxifeno a
partir do primeiro dia do experimento (dia 1) até a sua morte. A droga era
administrada por via oral, em doses diarias de aproximadamente 0,0143 mg,
diluida na 4gua para beber.

Essa dose de antiestrogeno foi calculada convertendo-se a dose diaria
maxima de 40 mg empregada em pacientes com cancer de mama, adultas com
peso médio de 70 kg, para o peso médio de 25 g do camundongo C57BL/6N.

Quanto a diluigdo na agua para beber, eram preparados frascos de 350 ml

para cada caixa com 5 animais, trocados duas vezes por semana, nos quais era



36

acrescentada a dose de 0,0143 mg de tamoxifeno para cada 5 ml, que

corresponde ao volume médio didrio de ingesta hidrica de cada camundongo.
3.2.4. Seguimento

Cada camundongo era acompanhado diariamente desde o momento da
inoculagdo (dia 1) até a sua morte, observando-se o surgimento do tumor, seu
desenvolvimento, suas caracteristicas morfologicas e as condi¢des clinicas do
animal.

A sobrevida foi expressa em dias, correspondendo ao dia da morte de cada
animal no experimento.

Semanalmente, nos dias 14, 21, 28 e 35 do experimento, mensurou-se o
tumor de cada camundongo vivo com régua milimétrica, € o seu volume foi
calculado pela formula do volume da esfera e pela formula do volume do prisma
retangular. Para essa mensuragdo, os animais foram submetidos a sedagdo com

éter anestésico.

formula do volume da esfera: 4 x T x1°
3

onde: © = 3,1416

r = raio do maior didmetro do tumor

formula do volume do prisma retangular: /1 x /2 x /3
onde: /1 = altura do tumor

[2 = comprimento do tumor
I3

Il

largura do tumor
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3.2.5. Avaliagdo Histologica

Apos a morte dos animais, era feita a excisdo completa de cada tumor para
avaliagio do seu volume e quantificagdo da necrose tumoral. A médica
patologista que realizou as analises ndo tinha conhecimento dos grupos de estudo
a que pertenciam os camundongos.

Mensurou-se o tumor com régua milimétrica, € o volume tumoral foi
calculado pela formula do volume da esfera e pela formula do volume do prisma
retangular.

Avaliou-se a necrose a partir da leitura de cortes histologicos obtidos do
maior eixo do tumor, abrangendo toda a circunferéncia do mesmo e
compreendendo amostras das regides central e periférica. Prepararam-se 1dminas
em numero suficiente para que toda a circunferéncia do tumor fosse amostrada,
variando de uma a trés. Os cortes foram feitos em micrétomo rotativo (American
Optical 820®) com navalhas descartaveis, com 4 um de espessura e corados pela
técnica de hematoxilina-eosina (HE).

Quantificou-se a necrose tumoral em relagdo ao seu percentual total

(Quadro IV) e a sua distribui¢do no tumor em central e periférica (Quadro V).

QUADRO IV
ESCORE ATRIBUIDO AO PERCENTUAL TOTAL DE NECROSE

PERCENTUAL TOTAL DE
NECROSE NO TUMOR

0a20% -1

21 a40% -2
41 a60% -3
61a80%-4
81a100% -5
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QUADRO V

ESCORE ATRIBUIDO A NECROSE CENTRAL E A NECROSE PERIFERICA

LOCALIZACAO DA NECROSE NO TUMOR
NECROSE CENTRAL NECROSE PERIFERICA
ausente - 1 ausente - 1
pequena quantidade - 2 pequena quantidade - 2
grande quantidade - 3 grande quantidade - 3

3.2.6. Analise Estatistica

Na analise da sobrevida dos grupos em estudo, foi utilizada a técnica de
analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier com teste de Log Rank para
comparagdo entre curvas. Ja na andlise do volume e da necrose tumoral, foi
empregado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para duas amostras
independentes. O nivel de significincia utilizado foi a = 0,05. Os dados foram
processados através dos programas estatisticos Epi-Info (versdo 6.0) e SPSS

(versdo 6.0).



4. RESULTADOS

4.1. SOBREVIDA

39

A sobrevida do grupo controle apresentou mediana de 29,5 dias, variando

entre 18 e 52 (amplitude de 34 dias). O grupo tratamento apresentou mediana de

23,9 dias, oscilando entre 21 e 40 (amplitude de 19 dias). A comparagdo entre as

curvas de sobrevida dos dois grupos ndo mostrou diferenga estatisticamente

significativa pelo teste de Log Rank (o =0,59;p= 0,4430) (Figura 2).

Probabilidade de sobrevida

1,0

Conirole

0,9
— Tamoxifeno
0,8 —
0,7 -
0,6

0,5

0,4 +

0.3

0.2

g1

0,0 I T I ] o ;
k4 14 21 28 35 42 49 56
Dias do experimento

Fig. 2 - Curvas de sobrevida dos grupos em estudo
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4.2. VOLUME TUMORAL

As Figuras de 3 a 7 ilustram aspectos relativos aos tumores nos animais de

experimentagao apos a morte.

T
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Fig. 3 - Camundongo, ap6s a morte, com o tumor subcutaneo desenvolvido no

dorso
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Fig. 4 - Toracolaparotomia no camundongo evidenciando auséncia de

metastases toracicas € abdominais

=

Fig. 5 - Detalhe do tumor mostrando sua localizagdo subcutanea
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Fig. 6 - Tumor completamente excisado mostrando sua relagio com o tamanho

do camundongo
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Fig. 7 - Detalhe do tumor excisado para avaliagio histologica
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A Tabela I exibe a mediana do volume tumoral (cm’) dos camundongos

nos grupos controle e tratamento, calculado pela formula do volume da esfera,

nos dias 14, 21, 28 e 35 do experimento, bem como no dia da morte dos animais.

TABELA 1

MEDIANA DO VOLUME TUMORAL (CM’), CALCULADO PELA FORMULA DO VOLUME

DA ESFERA, SEGUNDO O DIA DA MENSURACAO E O GRUPO EM ESTUDO

GRUPO EM DIA DA MENSURACAO
ESTUDO 14 21 28 35 6bito
controle 0,80 8,18 22.45 3351 31,12
tratamento 4,19 22,45 22.45 18,30 32,29
significdncia | p=10,0502 | p=0,0045 | p=0,5913 | p=0,2888 | p=0,7141

A Tabela II traz os mesmos dados, porém calculados pela formula do

volume do prisma retangular.

TABELA II

MEDIANA DO VOLUME TUMORAL (CM?), CALCULADO PELA FORMULA DO VOLUME

DO PRISMA RETANGULAR, SEGUNDO O DIA DA MENSURACAO E O GRUPO EM ESTUDO

GRUPO EM DIA DA MENSURACAO
ESTUDO 14 21 28 35 obito
controle | 0,68 480 22,54 30,00 25,80
tratamento 2,80 11,63 17,10 17,75 21,45
significancia | p =0,0343 | p=0,0088 | p=0,5183 | p—0,2888 | p=0.5144




A comparagdo entre os dois grupos mostrou diferenga estatisticamente
significativa apenas nas mensuragdes feitas nos dias 14 e 21 do experimento,
tanto pela formula do volume da esfera como pela formula do volume do prisma
retangular, onde os tumores do grupo tratamento apresentaram volumes maiores.

A Figura 8 mostra as curvas de crescimento tumoral em ambos os grupos
ao longo do experimento, através da mediana do volume tumoral (cm’) dos
camundongos nos grupos controle e tratamento, calculado pela formula do
volume da esfera, nos dias 14, 21, 28 e 35 do estudo.

35

Controle

30 1

Tamoxifeno

25 1

20

15

Volume do tumor (cm3)

10 +

T 14 21 28 35
Dias do experimenio

Fig. 8 - Curvas de crescimento tumoral nos grupos em estudo - volume tumoral

calculado pela férmula do volume da esfera
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A Figura 9 traz as mesmas curvas, porém obtidas com a formula do volume

do prisma retangular.

35
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—— Tamoxifeno
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| | |

Volume do tumor (cm?3)
o
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7 14 21 28 35

Dias do experimento

Fig. 9 - Curvas de crescimento tumoral nos grupos em estudo - volume tumoral

calculado pela formula do volume do prisma retangular



4.3. NECROSE TUMORAL

As Figuras 10, 11 e 12 mostram aspectos relacionados a necrose tumoral a

microscopia optica.

Fig. 10 - Fotomicrografias (100x) mostrando o percentual total de necrose no
tumor (a: ausente; b: 0 a 20%; ¢: 21 a 40%; d: 41 a 60%; e: 61 a 80%; f:
81 a 100%)
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Fig. 11 - Fotomicrografias (400x) mostrando 0 percentual total de Nnecrose no
tumor (a: ausente; b: 0 a 20%; c: 21 a 40%,; d: 41 a 60%; e: 61 a 80%; f:
81 a 100%)



Fig. 12 - Fotomicrografias (100x) mostrando a localizagdo da necrose no tumor
(a: central; b: periférica)

A comparagdo entre os dois grupos mostrou diferenga estatisticamente
significativa em todos os quesitos estudados. Em relagdo ao percentual total de
necrose, o grupo controle teve mediana de 2 e o grupo tratamento, de 4
(p <0,0001); quanto & necrose central, a mediana no grupo controle foi de 2 e no
grupo tratamento, de 3 (p < 0,0001); j& a necrose periférica apresentou mediana
de 1 no grupo controle e de 2 no grupo tratamento (p < 0,0001) (Figura 13).
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Fig. 13 - Necrose tumoral nos grupos em estudo (PTN: percentual total de necrose;

NC: necrose central; NP: necrose periférica)



5. DISCUSSAO

Diversos fatores ambientais € do hospedeiro tém sido associados ao
desenvolvimento do melanoma cutaneo, embora permanega obscuro o verdadeiro
mecanismo de sua génese (ARIEL, 1981; ROSES e col, 1983; KOH, 1991;
EVANS ¢ MANSON, 1994). A influéncia dos hormoénios esterdides no seu
desenvolvimento e disseminagdo ha muito vem sendo estudada, ancorada em
observagdes epidemiologicas que sugerem agdo desses hormoénios no
comportamento bioldgico dessa neoplasia (FISCHER e col, 1976;: CHAUDHURI
e col, 1979; KARAKOUSIS e col, 1980).

Em relagdo a historia natural do melanoma cutaneo, seu aparecimento ¢
extremamente raro antes da puberdade. Nas mulheres, seu pico de incidéncia ¢
bimodal, coincidindo com a menacme e a menopausa, € a maior incidéncia
ocorre nas quarta ¢ quinta décadas de vida, periodo em que a atividade dos
hormoénios esteroides esta aumentada (FISCHER e col, 1976; CHAUDHURI e
col, 1979; KARAKOUSIS e col, 1980; STOICA, HOFFMAN, MARTA e
VOICULETZ, 1991).

Um estudo realizado nas Ilhas Britanicas mostrou que a incidéncia desse
tumor nas mulheres é duas vezes maior, sugerindo um certo grau de dependéncia
hormonal no seu desenvolvimento (STOICA e col, 1991). O prognéstico do
melanoma cutidneo nas mulheres, independentemente do estagio da doenga e do
tratamento instituido, ¢ melhor que nos homens (FISCHER, e col, 1976;
CHAUDHURI e col, 1979; KARAKOUSIS e col, 1980).

Durante a gestagdo sdo comuns os relatos de rapida disseminagio

metastatica e sdo encontrados alguns casos de regressdo espontanea do tumor
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apos o parto (FISCHER e col, 1976; CHAUDHURI e col, 1979; KARAKQUSIS
e col, 1980).

Quanto ao uso de contraceptivos hormonais orais, KARAKQUSIS e col
(1980) evidenciaram que mulheres que os utilizam tém uma incidéncia de
melanoma cutdneo mais alta. STOICA e col (1991), porém, demonstraram que
seu uso parece contribuir para uma evolugdo mais favoravel da doeng¢a. Também
sdo referidas taxas de sobrevida mais elevadas em mulheres multiparas do que
em nuliparas e pior prognostico apos a menopausa (STOICA e col, 1991).

Em contraposi¢ao, SLINGLUFF Jr. e REINTGEN (1993) afirmam que sdo
minimos ou ausentes o impacto da gesta¢do e o uso de contraceptivos hormonais
orais ¢ de hormonios exdgenos na incidéncia e prognéstico do melanoma
cutineo.

HEHIR, DAWSON e PARBHOO (1992), mediante relatos de casos
clinicos, comentam a associagdo entre carcinoma de mama e melanoma cutneo,
ressaltando uma possivel dependéncia hormonal de ambas as neoplasias.

Estudos in vitro e in vivo sdo de fundamental importancia para o melhor
entendimento do comportamento bioldégico das neoplasias e para o
desenvolvimento de métodos diagndsticos e terapéuticos. A cultura de células e a
utilizagdo de animais de experimenta¢do sdo modelos experimentais vantajosos
para testar um grande nimero de drogas e selecionar compostos especificos para
diferentes tipos tumorais (BEATTIE, TISSOT e AMOSS, 1988; KREUTZ,
1992).

No presente estudo, o autor pretendeu avaliar a resposta do melanoma
murino, desenvolvido experimentalmente em camundongos, a terapéutica
antiestrogénica isolada com tamoxifeno.

A linhagem celular selecionada para o presente experimento foi o

melanoma murino B16-F10 proveniente do ILPC. A técnica de cultura celular
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adotada para o cultivo das células foi a mesma empregada no ILPC
(FRESHNEY, 1988).

O camundongo CS57BL/6N, animal de experimentagdo utilizado neste
trabalho, tem pelagem negra, peso médio de 25 g e vive 2 anos em média. O
acasalamento pode ser feito entre irmdos logo apds o desmame (isogénicos) ou a
partir de 54 a 60 dias de vida, quando o roedor atinge a idade adulta. A média de
parigdo por fémea é de 5 filhotes, com periodo gestacional de 21 dias. E um
animal docil e de facil manipulagdo (UNITED STATES DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1982).

A inoculagdo intraperitoneal de uma dose de 500.000 células de melanoma
murino B16-F10 implica o desenvolvimento de um tumor s6lido que ocupa toda
a cavidade abdominal em poucos dias, freqiientemente com envolvimento
metastatico do mediastino. Em 2 semanas, em média, o camundongo morre por
insuficiéncia respiratoria restritiva. Com a inoculagdo subcutidnea da mesma dose
de células, provoca-se o desenvolvimento de um noddulo hipodérmico que se
torna palpavel em torno de 1 a 2 semanas. Esse nodulo evolui para um tumor
solido, de grandes dimensdes, que pode ulcerar a pele. O surgimento de
metastases sistémicas ¢ incomum. Em 4 a 5 semanas, em média, o camundongo
morre; o peso do tumor dificulta a locomogdo do animal e conseqiientemente sua
alimentagdo, levando-o ao o6bito por inani¢do. Quando a inoculagdo ¢ feita no
dorso do camundongo, o tumor provoca restrigdo da caixa toracica e também
ocasiona insuficiéncia respiratoria restritiva. Essas observagdes foram feitas
durante o projeto piloto do presente estudo.

No presente experimento, a op¢do pela via subcutanea se deve ao fato de
ter-se um tempo maior para observagdo dos efeitos do farmaco em estudo entre a

inoculagio e o obito.
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Experimentalmente, SNYDER e Das GUPTA (1977) administraram
estrogenos a hamsters fémeas com melanoma e constataram maior crescimento
tumoral, sugerindo uma provavel dependéncia hormonal desse tumor.

LOPEZ, BHAKOO, PAOLINI, ROSEN, HOLYOKE e¢ GOLDROSEN
(1978) também administraram estrogenos experimentalmente a camundongos
C57BL/6] com melanoma B16 e observaram que existe um efeito dose-
dependente positivo no desenvolvimento tumoral e nas taxas de metastases
pulmonares. A manipulagdo cirtirgica (ooforectomia) ndo afetou o melanoma
B16, porém o uso de um antiestrogeno (nafoxidina) exerceu influéncia negativa
em seu desenvolvimento.

CHAUDHURI e col (1979), investigando algumas linhagens celulares de
melanoma humano in vitro, demonstraram que a administragio quer de
estrogenos quer de progesterona pode exercer tanto um efeito negativo como
positivo no seu crescimento.

SCHLEICHER, HITSELBERGER e BEATTIE (1987), estudando o
melanoma de hamster HM-1, evidenciaram imbigdo do crescimento de células
em cultura com a utilizagdo de estrogeno e tamoxifeno, bem como inibi¢do do
crescimento tumoral em ratos atimicos BALB/c-nu/nu com a administragdo de
estrogeno e nafoxidina.

AMOSS Jr., RONAN e BEATTIE (1988) constataram diminui¢do do
crescimento de melanoma exofitico congénito suino apos submeterem fémeas da
raga Sinclair a ooforectomia. Os mesmos autores (BEATTIE, RONAN e
AMOSS Jr., 1991), administrando estrogeno a esse grupo em estudo,
constataram o efeito inverso.

Similarmente ao presente trabalho, LOPEZ e col (1978) utilizaram a
mesma linhagem celular de melanoma, o camundongo C57BL/6J como animal de

experimentagdo € a mesma via de inoculagdo, porém com dose menor
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(100.000 células). O tamanho do tumor foi avaliado pelo peso e volume. De
forma semelhante, SCHLEICHER e col (1987) e FEUCHT, WALKER, Das
GUPTA e BEATTIE (1988) inocularam as células de melanoma por via
subcutinea e o tamanho do tumor foi mensurado pelo volume. AMOSS Jr. e col
(1988) ¢ BEATTIE e col (1991) também utilizaram o volume para avaliar o
tamanho do tumor.

A op¢do da via oral para administragdo de tamoxifeno aos camundongos
do grupo tratamento no presente estudo foi feita em face das facilidades técnicas
que esta via oferece quando comparada as vias intravenosa, intraperitoneal e
subcutianea. Sabe-se que o volume médio diario de ingesta hidrica para cada
animal gira em torno de 5 ml e a esse volume foi acrescentado 0,0143 mg de
antiestrogeno. Foram preparados frascos de 350 ml para cada caixa com
5 camundongos, trocados duas vezes por semana. Dessa forma, evitou-se a
manipulag¢io diaria dos animais para administragdo do farmaco em estudo, o que
ndo ocorreria se outra via fosse escolhida. Em contraposi¢do, tanto LOPEZ e col
(1978) como SCHLEICHER e col (1987) administraram as drogas em estudo por
via hipodérmica.

Quanto a avaliagdo do efeito do tamoxifeno sobre o tamanho do tumor, a
exemplo de LOPEZ e col (1978), SCHLEICHER e col (1987), AMOSS Jr. e col
(1988) ¢ BEATTIE ¢ col (1991), utilizou-se a mensuragdo indireta do volume
tumoral no presente experimento. Como os tumores subcutdneos excisados
tinham formato ovoide, optou-se pela utilizagdo da formula do volume da esfera
para sua mensuragdo mais precisa. A formula do volume do prisma retangular foi
testada como alternativa, pois alguns tumores ndo possuiam formato totalmente
esférico. Contudo a comparagdo entre as duas formas de mensuragdo nio

mostrou diferenca.
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Clinicamente, FISCHER e col (1976) relatam que pacientes com doenga
disseminada apresentaram respostas objetivas apds manipulagdo enddcrina,
incluindo administragdo de estrégenos ou androgenos e hipofisectomia.

KARAKOUSIS e col (1980), também em um estudo clinico, referem que
alguns pacientes apresentam recidiva neopldsica ou o desenvolvimento de outro
melanoma cutdneo apos a administragdo de estrogenos.

WALKER, RONAN, HAN, BEATTIE e Das GUPTA (1991) afirmam que
a presenga de receptores estrogénicos em pacientes com melanoma cutineo,
mormente em mulheres, estaria diretamente associada a um aumento no intervalo
livre de doenga. Nesse estudo, ainda, os autores ndo encontraram relagdo entre o

'mento no intervalo livre de doenga e as caracteristicas histologicas do tumor
...v, fortalecendo a hipdtese de influéncia hormonal no comportamento
biologico dessa neoplasia.

A proposito de receptores estrogénicos, tem-se tentado relacionar sua
presenca em pacientes com melanoma cutdneo com o prognostico da doenga,
como no cincer de mama. Contudo a identificagdo desses receptores suscita
controvérsias na literatura, dependendo do tipo de analise laboratorial realizada.

Experimentalmente, SNYDER e Das GUPTA (1977), estudando
melanomas de hamster, ¢ CHAUDHURI e col (1979), analisando algumas

.iagens celulares de melanoma humano in vitro, detectaram receptores
estrogénicos através de analises bioquimicas.

Também foram encontrados os mesmos resultados com testes
bioquimicos, porém em tumores humanos, nos trabalhos de FISCHER e col
(1976), KARAKOUSIS ¢ col (1980) e STOICA e col (1991).

Ja McCARTY Jr., WORTMAN, STOWERS, LUBAHN, McCARTY e
SEIGLER (1980) ¢ COHEN, DeROSE, CAMPBELL, SCHLOSNAGLE ¢
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SGOUTAS (1990) ndo identificaram receptores hormonais com os mesmos
testes bioquimicos em melanomas cutdneos humanos.

Quando foram empregadas técnicas imunoistoquimicas com anticorpos
monoclonais (FLOWERS, SEIGLER, McCARTY, KONRATH ¢ McCARTY Ir,
1987, COHEN e col, 1990, LECAVALIER, FROM e GAID, 1990; DUNCAN,
TRAVERS, KOERNER, MIHM Jr. ¢ SOBER, 1994) e técnicas histoquimicas
(COHEN e col, 1990), também ndo houve a demonstragdo dos receptores
estrogénicos em espécimes humanos.

Acredita-se, atualmente, que a aparente capacidade de ligacdo de
estrogenos com células de melanoma cutdneo € o resultado da interagdo de
outras substancias, que necessitam ser melhor elucidadas, ndo se devendo a
presenga de receptores hormonais especificos (FLOWERS e col, 1987; COHEN
e col, 1990; LECAVALIER e col, 1990; DUNCAN e col, 1994).

Em analogia ao cancer de mama e em face das evidéncias sugestivas de
dependéncia hormonal do melanoma cutineo, a terapéutica antiestrogénica, em
especial com o tamoxifeno, desponta como alternativa promissora e suscita
investigagio.

Nas duas ultimas décadas, o tamoxifeno tem se tornado o agente hormonal
mais amplamente usado em pacientes com cancer de mama avangado. Est3
indicado em pacientes pdos-menopausicas com doenga metastatica e receptor
estrogénico positivo. E um agente ativo em pacientes pré-menopausicas, embora
seu valor seja menos bem documentado. O percentual de resposta parece ser
comparavel aquele relatado para ablagdo ovariana; contudo, ndo existem dados
firmes indicando sua equivaléncia. Também pode ser empregado como terapia
adjuvante, em pacientes apds a menopausa, para prevenir as recorréncias da
doenga (ARNAUD, 1995; KARDINAL, 1995; HARDMAN, LIMBIRD,
MOLINOFF, RUDDON e GILMAN, 1996).
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O mecanismo de ac¢do desse antiestrogeno ndo-esterdide vem sendo
progressivamente elucidado e compreende atividades como: bloqueio reversivel
da fase G0-G1 do ciclo celular, determinando uma agdo citostatica ao se ligar aos
receptores hormonais; reducdo da secre¢do do fator transformante de crescimento
celular alfa, que age estimulando a prolifera¢do celular; aumento da secrec¢do do
fator transformante de crescimento celular beta, que age inibindo a proliferagio
das células; ligagdo aos sitios de ligagdo antiestrogénica, aumentando a
concentragdo celular do tamoxifeno; aumento das globulinas carreadoras dos
horménios esterdides, diminuindo a quantidade de estrogeno passivel de entrar
nas células; e aumento do numero de natural killers, que ¢ uma subpopulagio de
linfocitos T relacionada com a imunidade antitumoral (ARNAUD, 1995;
""ARDMAN e col, 1996).

A toxicidade ¢ minima e transitoria e dificilmente é tdo grave que exija a
interrup¢do do tratamento. As reagdes adversas mais freqiientes sdo nauseas,
vOomitos e fogachos (25%). Entema cutaneo, edema, ganho ponderal,
sangramento vaginal e testes laboratoriais da fungdo hepatica alterados ocorrem
com uma freqiiéncia inferior a 3%. Disturbios visuais transitérios sdo raros,
menos de 1%. Trombocitopenia, leucopenia e hipercalcemia podem ocorrer em
aproximadamente 5%. O efeito estrogénico do tamoxifeno pode diminuir os
niveis de antitrombina III circulante, predispondo efeitos tromboembdlicos. A
freqiiéncia cumulativa de cancer endometrial infiltrante, em mulheres recebendo
tamoxifeno, é de 0,5%, comparado com 0,1% em um grupo controle (ARNAUD,
1995; KARDINAL, 1995; HARDMAN e col, 1996).

A dose padrdo de tamoxifeno preconizada para o tratamento hormonal de
pacientes com cancer de mama avangado, administrada por via oral, é 20 mg
didrios. Ndo ocorrendo resposta satisfatoria apds 1 ou 2 meses, pode-se aumentar

a dose para 40 mg diarios (ARNAUD, 1995; KARDINAL, 1995; HARDMAN e
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col, 1996). Levando-se em conta o peso médio de 70 kg de uma mulher adulta e
convertendo-se a dose maxima de tamoxifeno para o peso médio de 25 g do
camundongo C57BL/6N, chegou-se a dose diaria de 0,0143 mg para cada animal
no presente estudo.

Em humanos, com a administragdo oral de tamoxifeno, ndo se atinge uma
concentragdo sérica estavel antes de 4 semanas de tratamento (KARDINAL,
1995). Por este motivo, optou-se pela administragdo do antiestrogeno aos
camundongos desde o primeiro dia do experimento (dia 1), € ndo somente quando
houvesse sinais clinicos de desenvolvimento tumoral.

KARAKOQUSIS e col (1980), em um estudo clinico fase II, selecionaram
dezessete pacientes com melanoma cutdneo estagio IV, cujos protocolos de
quimioterapia haviam falhado, e administraram 40 mg didrios de tamoxifeno. Trés
pacientes do sexo feminino apresentaram resposta: duas com resposta completa e
uma com 50% de resposta parcial. Os autores consideraram os resultados
promissores.

MASIEL, BUTTRICK e BITRAN (1981) trataram cinco pacientes (quatro
homens e¢ uma mulher) com melanoma cutdneo estagio III refratarios a
quimioterapia e a imunoterapia. O tamoxifeno foi administrado em doses diarias
de 20 mg. Dois pacientes, ambos do sexo masculino, apresentaram resposta
parcial por seis e oito meses respectivamente. Nesse estudo clinico fase II, os
autores também interpretaram os resultados como encorajadores.

Utilizando a mesma dose de antiestrogeno, LEICHMAN, SAMSON e
BAKER (1982) conduziram outro estudo clinico fase I com vinte pacientes
(onze homens e nove mulheres) portadores de melanoma cutaneo disseminado e
Ja tratados com quimioterapia ou imunoterapia. Somente um paciente, apds
quatro semanas de tratamento, apresentou resposta parcial por apenas trés

semanas. Os autores consideraram o tamoxifeno nio efetivo.
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A anélise de doze estudos clinicos fase II do inicio da década de 80, onde
foi utilizado o tamoxifeno isoladamente no tratamento do melanoma cutaneo
avangado, mostrou resposta completa em cinco pacientes e parcial em dez, de
um total de duzentos e treze. No sexo feminino, 10% das pacientes reagiram de
forma positiva comparativamente a 6% dos homens, e quatro mulheres
apresentaram resposta completa contra apenas um homem. A maioria das
pacientes que respondeu ao tamoxifeno era poés-menopausica (RUMKE,
KLEEBERG, MacKIE, LEJEUNE, PLANTING, BROCKER, BIERHORST e
LENTZ, 1992).

RUMKE e col (1992) acompanharam cento e dois pacientes do sexo
feminino, pds-menopausicas, com melanoma cutdneo metastatico, em mais um
¢studo clinico fase II. A dose didria de tamoxifeno empregada foi de 40 mg. A
taxa de resposta foi de 4,9% e houve resposta completa em 1% das pacientes.
Nao houve diferenga entre os grupos em relagdo a quimioterapia prévia. A
resposta foi mais evidente em pacientes com metastases de crescimento lento em
tecidos moles. Os autores concluiram que o tamoxifeno estaria indicado em
pacientes poOs-menopausicas, com metastases de crescimento lento,
preferentemente em tecidos moles e em pequeno numero, € que ainda ndo
fossem candidatas a quimioterapia.

Experimentalmente, FEUCHT e col (1988) demonstraram que o
tamoxifeno ndo afeta o crescimento das linhagens celulares de melanoma
humano UISO-MEL-1, UISO-MEL-2 e UISO-MEL-4.

Estudando culturas de células de melanoma humano T-289, McCLAY,
ALBRIGHT, JONES, EASTMAN, CHRISTEN e HOWELL (1992b), McCLAY,
ALBRIGHT, JONES, CHRISTEN e HOWELL (1993a), McCLAY, ALBRIGHT,
JONES, CHRISTEN e HOWELL (1993¢c) ¢ McCLAY, ALBRIGHT, JONES,
CHRISTEN e¢ HOWELL (1994) concluiram que existe interagdo entre o
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tamoxifeno e a cisplatina nessa linhagem celular. O tamoxifeno possui atividade
bioquimica sinérgica com a cisplatina, modulando a sensibilidade e a resisténcia
das células tumorais a esta. Esse sinergismo também foi demostrado in vivo
(McCLAY, McCLAY, ALBRIGHT, JONES, CHRISTEN, ALCARAZ e
HOWELL, 1993b). |

Segundo FISCHEL, BARBE, BERLION, FORMENTO, BERRILE,
BIZZARI e MILANO (1993), o tamoxifeno aumenta in vitro o efeito citotoxico
da fotemustina em linhagens celulares de melanoma humano.

No presente experimento ndo foram observadas modificag¢des na sobrevida
e no volume tumoral do grupo tratamento, apenas nas mensuragdes feitas nos dias
14 e 21 do estudo, onde os tumores apresentaram volumes maiores. Os indices de
necrose tumoral, no entanto, foram maiores nesse grupo.

Os estudos clinicos envolvendo a associagdo do antiestrogeno com drogas
quimioterapicas no tratamento do melanoma cutdneo avangado iniciaram com
DEL PRETE, MAURER, O’'DONNELL, JACKSON FORCIER ¢ Le MARBRE
(1984). Esses autores obtiveram taxas de 20% de resposta completa e 35% de
resposta parcial com a associagdo de dacarbazina, cisplatina, carmustina e
tamoxifeno.

McCLAY, MASTRANGELO, BELLET e BERD (1987), em seu primeiro
estudo fase II, trataram vinte pacientes com dacarbazina, cisplatina, carmustina e
tamoxifeno, este Gltimo numa dose didria de 20 mg continuamente; 15% dos
pacientes apresentaram resposta completa e 35% resposta parcial. Como
30% dos pacientes apresentaram fenémenos tromboembdlicos secundarios a
administragdo do antiestrogeno, o tamoxifeno foi excluido em seu segundo estudo
fase II, porém apenas 10% dos vinte pacientes apresentaram resposta,
5% completa e 5% parcial (McCLAY, MASTRANGELO, SPRANDIO,

BELLET e BERD, 1989a). Os autores, entdo, reincorporaram o tamoxifeno em
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seu terceiro estudo fase II, com dose didria de 20 a 40 mg continuamente, e
observaram resposta completa em 8% e parcial em 44% dos vinte e cinco
pacientes estudados (McCLAY, MASTRANGELO, BELLET e BERD, 1989b).
Cabe ressaltar que ndo houve sele¢gdo dos pacientes para inclusio nos trés
estudos, como, por exemplo, local das metdstases, tratamentos prévios e
performance status, apenas a presenga de doenga metastatica.

Posteriormente, McCLAY, MASTRANGELO, BELLET e BERD (1992a)
compararam os resultados obtidos nos pacientes com melanoma cutaneo
avangado incluidos nos trés estudos prévios (McCLAY, 1987; McCLAY, 1989a;
McCLAY, 1989b). Os pacientes foram divididos em dois grupos: no primeiro,
aqueles que receberam tamoxifeno e, no segundo, aqueles que ndo receberam.
No grupo tratado, 11% dos pacientes apresentaram resposta completa
e 40%, resposta parcial. No outro grupo, somente 5% dos pacientes
apresentaram resposta completa e 5%, resposta parcial. Em ambos os grupos, a
taxa de sobrevida foi semelhante e ndo houve aumento da mesma.

BUZAID, MURREN e DURIVAGE (1991) avaliaram, em um estudo
clinico fase II, a associagdo de altas doses de dacarbazina e cisplatina com altas
doses de tamoxifeno. Este foi administrado numa dose didria de 200 mg por sete
dias, antes do primeiro ciclo de quimioterapia e, apés, numa dose diaria de 20 mg
at¢ o fim do tratamento. A atividade das drogas, segundo os autores, foi
desapontadora. Dos vinte e trés pacientes com melanoma cutidneo metastatico,
houve resposta completa em dois e resposta parcial em um; a duragdo da resposta
foi de quatro, doze e quatro meses respectivamente.

A University of South Florida € o H. Lee Moffitt Melanoma Center and
Research Institute apresentaram dois estudos clinicos fase II com o emprego da
associagdo dacarbazina, cisplatina, carmustina e tamoxifeno. No primeiro estudo,

doze pacientes de alto risco para o desenvolvimento de recorréncia da doenga
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foram tratados de forma adjuvante apds a ressecgdo cirurgica da metastase
locorregional ou a distdncia. A dose didria de tamoxifeno foi de 20 mg
continuamente. Apesar de ndo ocorrer mudanga na taxa de sobrevida, os
resultados mostraram aumento do intervalo livre de doenga no grupo tratado,
comparado com o grupo controle (SABA, CRUSE, WELLS, KLEIN e
REINTGEN, 1992a).

No segundo estudo, quatorze pacientes com melanoma cutaneo estagio [V
foram tratados. A dose diaria de tamoxifeno foi de 20 mg continuamente. Houve
resposta completa em 21% e resposta parcial em 7% dos pacientes. A taxa de
sobrevida em 300 dias no grupo tratado foi de 48% e, no grupo controle, de 27%;
nos pacientes que responderam ao tratamento foi de 83% e nos que ndo
responderam, de 22% (SABA, CRUSE, WELLS, KLEIN e REINTGEN, 1992b).

Em um estudo clinico fase III, COCCONI, BELLA, CALABRESI,
TONATO, CANALETTI, BONI, BUZZI, CECI, CORGNA, COSTA, LOTTICI,
PAPADIA, SOFRA e BACCHI (1992) avaliaram cento e dezessete pacientes
com melanoma cutdneo metastatico. O primeiro grupo, tratado com dacarbazina e
tamoxifeno na dose diaria de 10 mg continuamente, foi composto por sessenta e
dois pacientes, € o segundo grupo, tratado apenas com dacarbazina, compunha-se
de cingiienta e cinco pacientes. As taxas de resposta foram de 28% e 12% e as de
sobrevida média de 48 e 29 semanas, respectivamente, para o primeiro € segundo
grupo. Entre as mulheres, ambas as taxas foram melhores com a associa¢do do
tamoxifeno; entre os homens ndo houve diferenga. Dos pacientes que receberam
antiestrogeno, as mulheres responderam melhor que os homens; entre os
pacientes que ndo receberam tamoxifeno nao houve diferenca.

McKEAGE, LORENTZOS e GORE (1993), em um relato pessoal,

observaram resposta objetiva em quatro de dezesseis pacientes com melanoma
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cutdneo avangado tratados com cisplatina e tamoxifeno (20 mg/dia),
administrados com ou sem dacarbazina, dependendo do uso prévio da mesma.

REINTGEN e SABA (1993), em um estudo clinico fase II, investigaram
quarenta e sete pacientes com melanoma cutdneo estagio IV tratados com
dacarbazina, cisplatina, carmustina e tamoxifeno. A dose diaria de antiestrogeno
foi de 20 mg continuamente. Houve resposta completa em 13% e resposta parcial
em 23% dos pacientes. A taxa de sobrevida foi maior nos pacientes tratados que
no grupo controle, principalmente nos que apresentaram resposta clinica.

PUNT, TYTGAT, Van LIESSUM e GERARD (1995) realizaram um
estudo clinico fase II em treze pacientes com melanoma cutdneo metastatico,
utilizando fotemustina com altas doses de tamoxifeno. A dose diaria do
antiestrogeno foi de 160 mg durante quatorze dias no primeiro ciclo e durante
sete dias nos ciclos subseqiientes. Duas pacientes do sexo feminino apresentaram
resposta completa.

Depreende-se, entdo, que a utilizacdo do tamoxifeno no tratamento do
melanoma cutidneo avangado ndo estd de todo bem estabelecida. Mais estudos
sd0 necessarios para que se conhe¢a melhor seu verdadeiro mecanismo de agdo.
Ao que tudo indica, os melhores resultados obtidos com o antiestrogeno
aparecem quando empregado em combinagido com outras drogas quimioterapicas,

abrindo perspectivas futuras promissoras.
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6. CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais do presente estudo, a terapéutica
antiestrogénica isolada com tamoxifeno em camundongos C57BL/6N com
melanoma murino B16-F10 ndo modificou a sobrevida € o volume tumoral
(apenas nas mensuragdes feitas nos dias 14 e 21 do experimento, onde os
tumores do grupo tratamento apresentaram volumes maiores), porém propiciou

aumento nas taxas de necrose tumoral total, central e periférica.
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RESUMO

O melanoma cutianeo corresponde a cerca de 1 a 3% de todas as
neoplasias malignas. Ndo s6 sua incidéncia como também sua morbidade e
mortalidade vém aumentando em varias partes do mundo, inclusive no Brasil.
Estima-se que venha a ser responsavel por 0,7% dos 6bitos por cancer no ano de
1996 em ambos os sexos em todo o pais.

Diversos fatores ambientais ¢ do hospedeiro tém sido associados ao
desenvolvimento do melanoma cutaneo, embora permanega obscuro o verdadeiro
mecanismo de sua génese. Estudos sugerem ser a luz solar o fator etiologico
mais importante. O papel exercido pelos hormdnios esterdides no
desenvolvimento e disseminagdo dessa neoplasia hd muito tem sido objeto de
investigagdo. A historia natural da doenga sugere que esses hormonios possam
afetar seu comportamento bioldgico.

A cirurgia constitui-se no recurso de primeira linha no tratamento da lesdo
primaria ¢ das metastases locorregionais e sistémicas do melanoma cutineo.
Contudo, na doenga avangada, o arsenal terapéutico disponivel traz resultados
insatisfatorios, estimulando a realizagdo de estudos experimentais com novas
drogas. Uma modalidade terapéutica promissora € a que explora a manipulagdo
hormonal dessa neoplasia através da utilizagdo de hormonios ou substincias
correlatas.

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar a resposta do melanoma murino
B16-F10, desenvolvido experimentalmente em camundongos CS57BL/6N, a
terapéutica antiestrogénica isolada com tamoxifeno.

Para tanto, dividiram-se 42 camundongos da cepa C57BL/6N em 2 grupos,

denominados grupo tratamento e grupo controle. No primeiro dia do
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experimento, inoculou-se, em todos os animais, células de melanoma
murino da linhagem B16-F10 desenvolvidas em cultura. Os animais do grupo
tratamento - 22 camundongos - receberam citrato de tamoxifeno a partir do
primeiro dia do experimento até a sua morte, € os animais do grupo controle - 20
camundongos - ndo receberam nenhuma medicagao.

Avaliou-se a sobrevida dos camundongos, mensurou-se o volume tumoral
nos dias 14, 21, 28 e 35 do experimento, bem como apods a morte de cada animal,
e quantificou-se a necrose tumoral em relagdo ao seu percentual total e a sua
distribuigdo no tumor em central e periférica.

A comparagdo entre as curvas de sobrevida dos grupos tratamento e
controle ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa, assim como no que
diz respeito ao volume tumoral. Porém, em relagio a necrose tumoral, a
comparagdo entre os dois grupos mostrou diferenga estatisticamente significativa
em todos os quesitos estudados. O grupo tratamento apresentou maior percentual
total de necrose (p < 0,0001), maior necrose central (p < 0,0001) e maior necrose

periférica (p < 0,0001).
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SUMMARY

Cutaneous malignant melanoma has an incidence rate of 1 to 3% among all
malignant neoplasms. In Brazil and other countries its morbidity and mortality
rates have been increasing, along with its incidence rate. It is estimated that 1t will
account for 0,7% of all male and female deaths from cancer in Brazil in 1996.

Several environmental and host factors have been associated with the
development of cutaneous malignant melanoma; however the real nature of its
etiology remains obscure. Solar light 1s suggested as the most important factor in
some studies. The role of steroid hormones in the development and spread of this
neoplasia has been long investigated. The natural history of the disease suggests
that these hormones may affect its evolution.

In cutaneous malignant melanoma surgery is the basic treatment for
primary lesions as well as for local and systemic metastases. Nevertheless, in
advanced cases available therapy offers poor results, which has encouraged
further experiments with new drugs. One such promising therapy attempts the
hormonal control of cutaneous malignant melanoma by using hormones and
correlate substances.

The purpose of this research was to evaluate the response to anti-estrogen
therapy of experimentally induced B16-F10 murine melanoma in C57BL/6N
mice. The drug used in this study was tamoxifen alone.

For this purpose, 42 C57BL/6N strain mice were separated in 2 groups,
designated treatment and control group. As the first step of the experiment, in
first day (day 1) B16-F10 strain culture murine melanoma cells were innoculated
in all animals. Starting in day 1 until the day of death, 22 mice of treatment group

received tamoxifen. The control group (20 mice) received no medication.
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in all animals. Starting in day 1 until the day of death, 22 mice of treatment group
received tamoxifen. The control group (20 mice) received no medication.

The survival time of the animals was evaluated; the tumor volume was
measured in days 14, 21, 28 e 35, as well as after their death; and the tumor
necrosis was assessed as a total percentage and as central or perifheral, according
to its location in the tumor.

Comparison of survival curves and tumor volume between the two groups
shows no statistically significant difference. However, comparison of the two
groups concerning tumoral necrosis shows statistically significant difference in all
the analysed items. The treatment group presented: greater percentage of total
necrosis (p < 0,0001), greater central necrosis (p < 0,0001) and greater peripheral

necrosis (p < 0,0001).
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APENDICE 1
Parametros observados nos camundongos do grupo controle
N° |SVIPTN| NC |NP| VI4E | V21E | V28E | V35E | VFE | V14P | V2IP | V28P | V35P | VFP
11 34 1 21 11 082 837]33,51 - 38,79| 0,50 3,451 33,60 - 42 00
2123 2 2( 1| 8,18(14,14 - - 33,51| 7,50 9,90 - - 16,00
3|24 2 2( 1| 0,52| 8,18 - - 10,30| 0,50 9,45 - - 11,42
4132 1 2| 1| 0,90 1,77|17,16 - 20,58| 0,80 1,50| 7,68 - 10,95
5|36 2 2| 1| 0,52]22,45]|33,51|65,45/65,45| 0,50 7,87(28,00130,00| 32,00
6|25 3 3| 2| 419| 8,18 - - 22 45| 3,00] 12,50 - - 19,25
7123 2 2| 2| 0,90|47,71 - - 47, 71| 0,86| 27,00 - - 33,12
8|32 2 2| 2| 0,01| 4,19|14,14 - 44 60| 0,03 4.80|18,00 - 32,56
9130 2 2| 1| 3,05| 8,18|33,51 - 4771 1,80 6,75 24,00 - 31,68
101 32 3 3] 2| 0,70{17,16|20,58 - 20,58| 0,55 448| 8,16 - 10,10
11] 34 2 3| 1| 0,00{ 1,77|22,45 - 28,73 0,00 2,25(22,54 - 33,25
12| 22 1 2| 1| 6,37|65,45 - - 73,62| 5,98 100,00 - - 117,00
13| 43 1 2| 2| 0,03| 0,27| 8,18[33,51{65,45| 0,03 0,38 7,50{32,00| 81,00
14| 29 2 2| 2| 0,11| 8,18|33,51 - 33,51| 0,05 2,251 30,00 - 30,00
15} 25 3 3| 2| 5,58| 267 - - 6,62| 2,11 3,97 - - 7,87
16| 52 2 2| 1| 0,00{ 0,00 1,15| 8,18{14,14] 0,00 0,00 0,84 7,50] 2160
17| 18 1 2! 110,31 - - - 17,161 2,59 - - - 7,20
18| 18 2 2| 2| 5,58 = - - 15,60| 2,62 - - - 6,20
191 18 1 2| 111414 - - - 22,45| 6,00 - - - 11,55
201 29 2 3| 2{ 0,00{ 419|87,11 - 87,11| 0,00 6,00 82,50 - 82,50
N°: namero do camundongo no grupo em estudo; SV: sobrevida do camundongo em dias;

PTN: percentual total de necrose; NC: necrose central; NP: necrose periférica; V14E:
volume do tumor em cm® pela formula do volume da esfera aos 14 dias; V21E: volume do
tumor em cm? pela férmula do volume da esfera aos 21 dias; V28E: volume do tumor em cm?
pela formula do volume da esfera aos 28 dias; V35E: volume do tumor em c¢cm® pela formula
do volume da esfera aos 35 dias; VFE: volume final do tumor em cm?® pela féormula do
volume da esfera; V14P: volume do tumor em cm?® pela formula do volume do prisma

retangular aos 14 dias; V21P:
retangular aos 21 dias; V28P:
retangular aos 28 dias; V35P:
retangular aos 35 dias; VFP:

prisma retangular.

volume do tumor em cm?® pela formula do volume do prisma
volume do tumor em cm? pela formula do volume do prisma
volume do tumor em cm?® pela formula do volume do prisma
volume final do tumor em cm?® pela férmula do volume do
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APENDICE 2
Parametros observados nos camundongos do grupo tratamento
Ne |SV{PTN| NC {NP| VI4E | V21E | V28E | V35E | VFE | V14P | V21P | V28P | V35P | VFP
11 23] 5] 3] 3| 0,07]47,71] - - | 47,71] 012] 11,25] - - 15,79
2 26] 5| 3| 3] 419] 14,14] - - | 2443] 100[ 675] - - 19,15
3 40| 4| 3| 2| 011] 11,49] 14,14] 2245]| 31,06] 0022| 8,40] 12,00] 17,50 2145
438 4| 3| 2| 011] 6,37| 485| 14,14]| 20,58] 0,22 517| 7.56] 18,75] 25,50
5032 3| 3| 2| 000] 419[ 1414] - 3351 0,00 240] 12,00 - 25,00
6| 40 4 3] 2| 419| 2245| 2245| 2443| 28,73| 260| 13,12| 17,50| 18,00{ 21,28
71 23] 5| 3] 3| 1414| 17,16] - - | 2058] 780 707] - - 8,09
8| 28| 4| 3| 2| 419| 11,49]3351| - [3351| 300 840| 27,00] - 27,00
9| 37| 3| 3| 3| 007| 3,05| 419| 419] 419 012] 270| 4,32] 468| 468
10| 23| 3| 2| 2| 052] 33,51| - - | 4460 0,25] 1500] - - 16,50
11 23] 3| 3| 2] 22,45] 22,45 - - | 2873] 21,00] 1838 - . 22,61
12[ 22| 4[] 3| 3| 22,45| 28,73 - - | 2873] 980] 1231] - - 12,31
13] 23] 4| 3| 3] 14,14] 3351 - - | 33,51[ 13,50 22.40] - : 27,36
14| 21| 4| 3| 3| 14,14 38,79 - - [ 3879 450 2117 - - 21,17
15| 28] 4| 3| 2| 177| 14,14 4460 - | 4460 225 12| 37,44 - 37,44
16| 21| 3| 3| 1] 22,45[ 3351 - - | 3351 7,70 11,00 - - 11,00
17| 28] 4 3] 2| 1.15| 14,14[3106] - |3106] 135/ 9,00] 21,84] - 21,84
18] 23] 3] 3] 2[ 3351 87,11| - - | 91,95] 24,00] 2640[ - . 28,56
191 23] 4| 3| 2[ 1414 2245] - - | 26,52| 10,80 16,38 - - 19,68
20 34] 4] 3| 2| 052] 14,14| 2873] - [ 47,71 040] 900] 1710 - 28,35
21| 22| 4| 3| 2[ 14,14] 2873| - - | 28,73] 15,00] 17,78 - - 17,78
22| 221 3] 3| 3] 920]3879] - - | 4163] 9,75] 20.16] - - 21,93
N°: nimero do camundongo no grupo em estudo; SV: sobrevida do camundongo em dias;

PTN: percentual total de necrose; NC: necrose central; NP: necrose periférica; VI14E:
volume do tumor em cm?® pela formula do volume da esfera aos 14 dias; V21E: volume do
tumor em cm?® pela formula do volume da esfera aos 21 dias; V28E: volume do tumor em cm?
pela formula do volume da esfera aos 28 dias; V35E: volume do tumor em cm?® pela férmula
do volume da esfera aos 35 dias; VFE: volume final do tumor em cm?® pela formula do
volume da esfera; V14P: volume do tumor em cm® pela formula do volume do prisma

retangular aos 14 dias; V21P:
retangular aos 21 dias; V28P:
retangular aos 28 dias; V35P:
retangular aos 35 dias; VFP:

prisma retangular.

volume do tumor em c¢m?® pela formula do volume do prisma
volume do tumor em c¢cm® pela formula do volume do prisma
volume do tumor em cm? pela formula do volume do prisma
volume final do tumor em cm® pela féormula do volume do



