Artigo Original

Revista Brasileira de Fisica Médica. (2025). 19:883

Terapia sonodinamica aplicada ao melanoma cutaneo:
um estudo pré-clinico em modelo animal

Sonodynamic therapy applied to cutaneous melanoma:
a preclinical study in an animal model

Erika T. Ponce Ayala'®, lago Silva e Carvalho?®, Camila Aparecida Antunes'®, Michelle
Barreto Requena?®, Vanderlei Salvador Bagnato'2®, Sebastido Pratavieira’

'Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, S&o Paulo, Brasil
2Departamento de Engenharia Biomédica, Texas A&M University, College Station, Texas, USA

Resumo

O melanoma cutaneo é uma das formas mais agressivas e mortais de cancer de pele. A terapia sonodindmica (TSD) é uma
técnica anticancer alternativa ndo invasiva baseada na interacdo do ultrassom de baixa intensidade e uma molécula
sonoativa, conhecida como sonossensibilizador (SS) em um meio oxigenado. No entanto, o potencial da TSD para o
tratamento do melanoma cutaneo ainda ndo esta amplamente explorado. Este trabalho visou avaliar os efeitos in vivo da
TSD mediada por acido 5-aminolevulinico (ALA) sobre o melanoma pigmentado murino intradérmico em estagios iniciais.
Para o estabelecimento do modelo tumoral, células de melanoma B16-F10 (10° células por animal) foram implantadas
intradermicamente no flanco direito de camundongos Nu/J atimicos. Os tumores foram categorizados em dois estagios com
base na espessura: estagio 1 (1-1,5 mm) e estagio 2 (2,5-3 mm). Ambos os grupos foram tratados com um protocolo de
TSD consistindo em ultrassom de baixa intensidade (2 W/cm?, 100 Hz, ciclo de trabalho de 50%, durante 30 minutos),
aplicado por meio de um guia de onda cénico de aluminio. A espessura e o volume tumoral foram medidos diariamente
utilizando ultrassonografia de alta resolugéo (Sistema Vevo 3100). Trés dias apds o tratamento, os animais foram
eutanasiados e os tumores removidos e processados para analise histolégica. Observou-se uma redugéo significativa no
volume tumoral nos grupos dos estagios 1 e 2 tratados com TSD mediada por ALA, em comparagéo com o grupo controle
ndo tratado. Esses resultados demonstram o potencial terapéutico da TSD para o tratamento do melanoma cutaneo em
estagios iniciais. Além disso, o uso do guia de onda cOnico mostrou-se vantajoso ao concentrar a energia ultrassdnica em
areas tumorais localizadas, limitando de forma eficaz os danos aos tecidos saudaveis adjacentes.

Palavras-chave Terapia sonodindmica; Acido 5-aminolevulinico; ultrassonografia; melanoma cutéaneo; modelo animal.

Abstract

Cutaneous melanoma is one of the most aggressive and deadly forms of skin cancer. Sonodynamic therapy (SDT) is a non-
invasive alternative anticancer technique based on the interaction between low-intensity ultrasound and a sonoactive
molecule, known as a sonosensitizer (SS), in an oxygenated environment. However, the potential of SDT for the treatment
of cutaneous melanoma has not yet been widely explored. This study aimed to evaluate the in vivo effects of 5-aminolevulinic
acid (ALA)-mediated SDT on early-stage intradermal pigmented melanoma in mice. To establish the tumor model, B16-F10
melanoma cells (10° cells per animal) were intradermally implanted into the right flank of Nu/J athymic mice. Tumors were
categorized into two stages based on thickness: stage 1 (1-1.5 mm) and stage 2 (2.5-3 mm). Both groups were treated
using a SDT protocol consisting of low-intensity ultrasound (2 W/cm? 100 Hz, 50% duty cycle, 30 minutes) delivered through
a conical aluminum waveguide. Tumor thickness and volume were measured daily using high-resolution ultrasound imaging
(Vevo 3100 System). Three days after treatment, the animals were euthanized, and the tumors were excised and processed
for histological analysis. A significant reduction in tumor volume was observed in both stage 1 and stage 2 groups treated
with ALA-mediated SDT, compared to the untreated control group. These findings demonstrate the therapeutic potential of
SDT for early-stage cutaneous melanoma. Additionally, the use of a conical waveguide proved beneficial by focusing the
ultrasound energy on localized tumor areas, effectively limiting damage to surrounding healthy tissues.

Keywords: Sonodynamic therapy; 5-aminolevulinic acid; ultrasound imaging; cutaneous melanoma; animal model.

1. Introdugao disseminagdo para linfonodos proximos ou
metastase. No estagio Ill, o melanoma se estende
aos linfonodos regionais, mas nao afeta o6rgaos
distantes. O estagio IV representa a forma mais
avancada da doenca, envolvendo metastase
distante.(1) A ressecgéo cirurgica continua sendo o
tratamento padrdo para o melanoma cutaneo; no
entanto, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia ou
a combinacdo dessas abordagens também sé&o
utilizadas em estagios de maior risco.(2,3) Essas
abordagens geralmente alcangam as maiores taxas
de sucesso; porém, podem ser subdtimas e
agressivas para o paciente em algumas situagdes.(4)
Nesse sentido, estratégias terapéuticas alternativas

O melanoma cutdneo é um cancer de pele
altamente invasivo e metastatico. A classificagcdo do
melanoma €& determinada pelo sistema de
estadiamento da American Joint Committee on
Cancer (AJCC) o qual divide o melanoma em cinco
estagios principais, variando de 0 a IV. O melanoma
em estagio 0, também conhecido como melanoma in
situ, esta confinado a epiderme, com espessura
tumoral inferior a 1 mm. O estagio | é caracterizado
por uma espessura tumoral de até 2 mm sem
ulceracdo, enquanto o estagio Il envolve espessura
superior a 2 mm. Os estagios | e Il permanecem
localizados na epiderme e derme, sem evidéncia de

https://doi.org/10.29384/rbfm.2025.v19.19849001883 Associagéo Brasileira de Fisica Médica ®



Revista Brasileira de Fisica Médica. (2025). 19:883

estdo sendo exploradas para combater essa doenga,
incluindo as terapias dinamicas, como a terapia
sonodinamica.

Em um ambiente oxigenado, a TSD é um
tratamento minimamente invasivo que combina
ultrassom de baixa intensidade com moléculas
sonoativas, conhecidas como sonossensibilizadores
(SS).(5) Essa interagéo induz efeitos sonomecénicos
e sonoquimicos, como danos mecéanicos as
membranas celulares e produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), respectivamente.(6-8)
Esses efeitos sdo amplamente atribuidos ao
fendbmeno de cavitagdo acustica e a sua interagao
com o SS.(9,10) Diversos estudos preé-clinicos
demonstraram que a TSD é uma estratégia
terapéutica promissora, induzindo eficazmente
efeitos citotdxicos em varios tipos de cancer e
influenciando a modulagdo da resposta imune no
microambiente  tumoral.(11-15) Embora 0s
mecanismos de acdo por tras da TSD ndo estdo
totalmente compreendidos, ensaios clinicos estdo em
andamento, mostrando um potencial clinico
significativo.(16,17) No entanto, o tratamento do
melanoma cutdneo em estagios iniciais via TSD
usando sensibilizadores organicos n&o esta
amplamente explorado.(18-22)

Por outro lado, a TSD carece de métodos
padronizados para a irradiacdo de ultrassom,
resultando em uma variabilidade consideravel entre
os estudos pré-clinicos. Os métodos de irradiacao de
ultrassom incluem o uso de acoplamentos acustico
(e.g., tanques com agua, gel, camadas de tecido,
tubos ou bolsas preenchidos com agua
desgaseificada), e guias de onda (e.g., cones
metalicos ou preenchidos).(18-24) No entanto, os
prés e contras de cada abordagem raramente s&o
discutidos, e algumas configuragbes mostraram-se
menos aplicaveis clinicamente. Assim, um desafio
fundamental no inicio deste estudo foi determinar o
método mais eficaz para direcionar a irradiagdo por
ultrassom a regido-alvo. Para isso, prévio aos
procedimentos terapéuticos, foi realizado um
mapeamento do campo acustico gerado pela
irradiacdo direta com o ultrassom e pela irradiacéao
com o uso de um guia de onda acoplado ao
transdutor. Isto devido a que o desenvolvimento de
um protocolo de TSD, com um método de irradiagéo
de ultrassom eficiente e viavel, é crucial para o
avanco da traducao clinica da TSD.

A Protoporfirina IX (PplX) é uma porfirina endégena
fotoativa amplamente aplicada na terapia
fotodindmica.(25) Varios estudos pré-clinicos
demonstraram que a PplX também pode ser ativada
por ultrassom, possibilitando seu uso como
sonossensibilizador.(26-28) Devido ao metabolismo
alterado das células tumorais, ha aumento da
producédo e acumulo de PplX enddégeno em células
tumorais; no entanto, os niveis enddgenos sao
insuficientes para o sucesso da TSD. Para aumentar
enzimaticamente a concentragdo de PplX,
administra-se o acido 5-aminolevulinico (ALA), um
precursor da PplX. Essa abordagem contorna os

mecanismos de retroalimentacdo negativa da via
biossintética do heme, resultando no acumulo
preferencial da PplX em células tumorais.(29) O uso
do ALA em terapias dindmicas é muito conveniente,
pois foi aprovado para uso clinico na Europa em 2001
e nos Estados Unidos em 1999 pela FDA.(30)

Este trabalho visou avaliar os efeitos in vivo da TSD
mediada por acido 5-aminolevulinico (ALA) sobre o
melanoma pigmentado murino intradérmico em
estagios iniciais. Para o estabelecimento do modelo
tumoral, células de melanoma B16-F10 (10° células
por animal) foram implantadas intradermicamente no
flanco direito de camundongos Nu/J atimicos. Os
tumores foram categorizados em dois estagios com
base na espessura: estagio 1 (1-1,5 mm) e estagio 2
(2,5-3 mm). Ambos os grupos foram tratados com um
protocolo de TSD consistindo em ultrassom de baixa
intensidade (2 W/cm?, 100 Hz, ciclo de trabalho de
50%, durante 30 minutos), aplicado por meio de um
guia de onda conico de aluminio. A espessura e o
volume tumoral foram medidos diariamente utilizando
ultrassonografia de alta resolugdo (Sistema Vevo
3100). Trés dias apos o tratamento, os animais foram
eutanasiados e os tumores removidos e processados
para analise histologica.

2. Materiais e Métodos
2.1. Equipamentos

O transdutor de area grande (diametro: 35 mm,
area de radiagdo efetiva (ERA): 5 cm?) do dispositivo
comercial Sonidel SP100 (Sonidel Limited, Dublin,
Irlanda) foi acoplado a um guia de ondas cdnico de
aluminio para a irradiagao de ultrassom.

2.2. Medidas acusticas

O Sistema AIMS 1l (OndaCorp, EUA) foi utilizado
para caracterizar a propagacdo de ondas
ultrassbnicas, mapeando o campo de pressao
acustica gerado pelo dispositivo ultrassénico. O
sistema AIMS Il apresenta um tanque de acrilico com
dimensdes internas de 0,89 x 0,51 x 0,58 m. Inclui um
suporte automatizado de trés eixos para
posicionamento do hidrofone, um suporte rotativo
para o transdutor e um condicionador de &gua
AQUAS-10 (OndaCorp, EUA) que desgaseifica a
agua. O tanque foi preenchido com agua destilada até
um nivel adequado para a coleta de dados, e a 4gua
foi mantida em circulagédo continua usando o AQUA-
10 durante todas as medigbes acusticas para garantir
que permanecesse desgaseificada. Foi utilizado um
hidrofone HNR-Series 1000 (OndaCorp, EUA), com
uma faixa de frequéncia operacional de 0,25 -10 MHz
e uma temperatura maxima de operacao de 50 °C. Os
dados foram coletados utilizando o software Soniq
(OndaCorp, Estados Unidos), que funciona em
conjunto com o software do osciloscopio PicoScope
série 5000C (Pico Technology, Estados Unidos). O
osciloscopio fornece a tensdo quadratica média
(Vms), que é entdo convertida em presséo acustica
(Pa) pela equagao (1) e o fator de conversdo, M =
7,07 x 107 V/Pa, fornecido pelo fabricante.

Associagéo Brasileira de Fisica Médica ®



Revista Brasileira de Fisica Médica. (2025). 19:883

Pa=Vims/M (1 )

O perfil de pressdo acustica correspondente ao
transdutor foi caracterizado pelo mapeamento dos
valores de Vms ao longo do eixo Z. O perfil
correspondente ao transdutor acoplado ao guia de
ondas também foi caracterizado. Os perfis para
ambos os casos foram plotados utilizando MATLAB
(Matlab 2022b, The MathWorks, Inc., Natick, MA,
EUA). Para realizar estas medidas acusticas, os
parametros do ultrassom terapéutico foram definidos
como: frequéncia do ultrassom de 1 MHz, modo de
irradiagdo continua, e intensidade do ultrassom de 1
W/cm2.

2.3. Modelo tumoral

Camundongos fémeas atimicas Nu/J (peso: 20-25
g, idade: 6-8 semanas) foram adquiridos do Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Todos os
procedimentos com animais foram aprovados pelo
Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais
(IACUC) da Texas A&M University (IACUC 2023-
0137). Os camundongos foram mantidos em um
ambiente livre de patégenos, com um ciclo de
iluminagao claro/escuro de 12 horas, e tiveram
acesso livre a alimento e dgua. Apds o periodo de
aclimatagdo de uma semana, 50 uL de solugdo de
células B16-F10 (PBS estéril, 1x10° células por
animal) foram implantados intradermicamente no
flanco direito dos camundongos sob anestesia
inalatoria (isoflurano a 5% para indugédo e 2% para
manutengdo). A implantagdo intradérmica foi
verificada por exame fisico, conforme descrito por
Carlson et al. (31) Em breve, a verificagdo consistiu
no deslocamento lateral da pele apds a inoculagéao
celular, sendo a implantagado correta indicada pelo
movimento simultdneo da solugao celular com a pele.
Apébs alguns dias, os tumores estavam visivelmente
aderidos a pele e moviam-se livremente com ela, em
conformidade com as observacgdes relatadas na ref.
31.

2.4. Administragéo de ALA

O 4&cido 5-aminolevulinico (ALA) em p6 foi
fornecido pela EMI Pharma (Projeto Embrapii, Séo
Carlos, SP, Brasil). Ele foi diluido em agua de injecédo
a uma concentragdo de 100 mg/mL, e o pH foi
ajustado para 5,0-6,5 com a adi¢do de hidréxido de
sédio 1 N. A solugao foi preparada recentemente e
utilizada dentro de uma hora apds o preparo. A
solugdo de ALA foi administrada por via
intraperitoneal a uma concentragdo de 200 mg/kg de
peso corporal animal. Com base nos achados de um
estudo anterior, foi selecionado um tempo de
incubacao de trés horas para induzir a acumulagao
de PplIX nos tumores.(32) Durante esse periodo, os
camundongos foram mantidos em um ambiente
escuro.

2.5. Grupos experimentais terapéuticos

Quando os tumores atingiram a espessura
correspondente ao tumor em estagio 1 (1-1,5 mm), os
camundongos foram divididos aleatoriamente em trés
grupos (n=4-5): controle, ultrassom e TSD. Da
mesma forma, os camundongos foram categorizados
em trés grupos quando os tumores atingiram a
espessura correspondente ao estagio 2 (2,5-3 mm).
Os camundongos do grupo controle ndo receberam
nenhum tratamento. No grupo ultrassom, os
camundongos foram expostos apenas a irradiagdo
ultrassbnica, enquanto no grupo TSD, os
camundongos receberam administracdo de ALA,
seguida de irradiagdo ultrassbénica. A irradiacéo
ultrassbnica foi conduzida utilizando um guia de
ondas cénico de aluminio feito sob medida, o qual foi
acoplado ao transdutor de ultrassom. Uma fina
camada de gel foi aplicada entre o guia de ondas e o
tumor. A frequéncia do ultrassom, o modo de
irradiacao, o ciclo de trabalho, a frequéncia do pulso,
a intensidade do ultrassom e o tempo de sonicagao
foram ajustados para 1 MHz, modo pulsado, 50%,
100 Hz, 2 W/cm? e 30 min, respectivamente. Os
animais do grupo ultrassom e TSD foram submetidos
a duas sessdes de tratamento com intervalo de 24
horas (Dia 1 e 2).

Os camundongos foram submetidos a anestesia
geral (5% de isoflurano para indugdo, 2% para
manutengéo) durante a irradiacdo. O aumento da
temperatura na regido tumoral foi monitorado
utilizando uma camera infravermelha FLUK-Ti400 de
60 Hz (Fluke, EUA). O peso corporal e o volume
tumoral foram monitorados diariamente. Os
camundongos foram eutanasiados 4 dias apds a
primeira sessdo de tratamento por overdose
anestésica, utilizando uma dose maxima de
isoflurano (4% em oxigénio). Como método de
confirmacdo da morte, prevé-se a aplicacdo de
deslocamento cervical apds a detecgcao da auséncia
de sinais vitais. Imediatamente apds, os tumores
foram retirados para a analise histologica.

2.6. Monitoramento do volume tumoral

A espessura e o0 volume dos tumores foram
monitorados diariamente por ultrassonografia com o
sistema Vevo 3100 (FUJIFILM VisualSonics, EUA),
equipado com o transdutor MX 550D (40 MHz). Para
calcular o volume tumoral, foram adquiridas imagens
em modo 3D da regidao afetada, as quais foram
posteriormente analisadas no software Vevo LAB
(FUJIFILM VisualSonics, EUA).

2.7. Analise histolégica

Os camundongos receberam a primeira sessao
terapéutica no Dia 1 e, apos 24 horas, foram
submetidos a segunda sesséo (Dia 2). Apds 72 horas
da ultima aplicagéo, os animais foram eutanasiados
(Dia 5) para a coleta dos tumores. Foram realizadas
bidpsias excisionais, abrangendo toda a area tratada
e uma margem de tecido saudavel ao redor. As
amostras foram fixadas em solugdo tamponada de
formaldeido e enviadas ao Laboratério de
Diagnéstico Médico Veterinario da Texas A&M para
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coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E). As
[dminas coradas foram digitalizadas com o
equipamento NanoZoomer S360 Digital (Hamamatsu
Photonics K.K., EUA) e analisadas histologicamente
por meio do software NDP.view2 (Hamamatsu TV
Co,, Ltd., EUA).

2.8. Analise de dados

Todos os graficos e analises de dados foram
realizados com o software Origin 9.50 (OriginPro
2018, OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. As comparagbes entre os
grupos foram realizadas pelo teste de Tukey (a <
0,05). Os experimentos foram realizados em quatro
ocasidoes independentes. Os dados foram
apresentados como média e desvio padrao. A razao
de inibigdo tumoral (nx) alcangada em cada grupo (x:
ultrassom e SDT) foi calculada conforme mostrado
abaixo:

Ne= 1- V7 V¢ 2)

Onde Vf" € o volume tumoral médio normalizado no
dia 5 correspondente ao grupo x e Vfc é o volume

tumoral normalizado no dia 5 correspondente ao
grupo controle.

3. Resultados
3.1. Medidas acusticas

A Figura 1-a mostra o transdutor de area grande, o
qual foi posicionado no ponto (x, y, z) = (0, 0, 0) dentro
do tanque de varredura, e o hidrofone foi inicialmente
posicionado proximo ao centro do cabecote para
iniciar a coleta de dados. A Figura 1-b mostra o perfil
de pressdo acustica mapeado ao longo da
propagagdo do ultrassom no eixo z. O perfil indica
que a pressao acustica oscila em torno de 2.10% Pa
até z=50 mm. A regido préxima a fonte de ultrassom,
estendendo-se desde z=0 mm até z=50 mm, constitui
0 campo proximo do campo acustico, enquanto a
regido além de z=50 mm representa o campo
distante. Este é o perfil de feixe padrdo de um
transdutor de ultrassom de onda plana.

Dado o objetivo deste estudo de otimizar e
desenvolver protocolos de TSD para o tratamento de
melanoma cutaneo foi crucial concentrar a energia do
ultrassom na pele dos camundongos. Portanto, um
guia de ondas conico de aluminio foi elaborado para
este estudo e acoplado ao transdutor (Figura 1-c). A
face maior do guia de ondas, medindo 4 cm de
diametro, foi adaptada de acordo ao diametro do
cabecote do transdutor, enquanto a face menor,
medindo 1 cm de didmetro, foi ajustada para irradiar
tumores em estagio inicial. A Figura 1-d mostra o
perfil de pressdo acustica mapeado ao longo da
propagacéao do ultrassom no eixo z correspondente a
esta nova configuragédo. O perfil padrédo mostrado na
Figura 1-b mudou para um perfil decrescente ao
longo do eixo z mostrado na Figura 1-d. Este novo
perfil indica que a pressao acustica oscila em torno
de 1,5.10° Pa até z=10 mm, a partir do qual cai para

zero. Consequentemente, a maior amplitude de
pressao foi transmitida préximo a face menor do guia
de ondas, correspondendo a localizagdo da regido
alvo (aprox. 5 mm de profundidade) nos
experimentos in vivo. Observou-se que o uso de
aluminio resultou em uma redugdo de ~25% na
pressdo acustica em comparagdo com a pressao
fornecida sem o guia de ondas. Isso provavelmente
pode ser devido ao material e a geometria do guia de
ondas.
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Figura 1. Perfil de pressao acustica mapeados ao longo do
eixo z em x, y = 0 correspondente ao (a,b) transdutor livre e ao
(c,d) o transdutor acoplado a um guia de onda cénico de
aluminio.

3.2. Avaliagdo qualitativa dos efeitos da TSD

A Figura 2 mostra as fotografias coletadas
diariamente do flanco direito de camundongos
portadores de tumores em estagios 1 e 2,
correspondentes a cada grupo experimental. Os
camundongos nos grupos ultrassom apresentaram
apenas efeitos leves na pele sobrejacente ao tumor.
Em contraste, os camundongos dos grupos tratados
com TSD apresentaram danos visiveis na area de
sonicacgéao, estendendo-se parcialmente para a regidao
de irradiagao circundante.

A Figura 3 apresenta as imagens de ultrassom dos
tumores em estagio 1 e 2 coletadas entre os dias 1 e
5, correspondentes a cada grupo experimental. As
imagens dos grupos controle apresentaram o
crescimento progressivo do tumor ao longo dos dias,
mantendo uma forma eliptica. A epiderme e a derme,
o tumor intradérmico € a camada do panniculus
carnosus abaixo dos tumores s&o distinguiveis. Nos
grupos ultrassom, os tumores também mantiveram a
forma eliptica; no entanto, foram observadas leves
alteragbes na pele sobrejacente ao tumor. Além
disso, foi observada uma mudanga na densidade
tumoral ap6s a sonicagao dos tumores. Isso se reflete
na mudanga de cor da imagem de ultrassom,
passando de tons de cinza claro ou branco (areas
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mais densas) para tons mais escuros (areas menos
densas). Nos grupos TSD, observou-se deformagao
perceptivel da pele sobrejacente ao tumor, inchago
da pele ao redor da area de sonicacdo, alteragdes
estruturais no tumor, evidenciadas pela perda de sua
forma eliptica inicial, e reducéo da densidade tumoral,
indicada pelo escurecimento da regido central do
tumor.

Tumor em estagio 1 (Espessura: 1-1,5 mm) Tumor em estigio 2 (Espessura: 2,5-3 mm)

Ultrassom TSD

Controle Ultrassom TSD Controle

Figura 2. Fotografia representativa do flanco direito de
camundongos com tumores em estagio 1 e 2 nos dias 1 a 5,
correspondentes a cada grupo experimental (Controle, ultrassom
e TSD). Barra branca= 0,5 cm.

3.3. Avaliagdo quantitativa dos efeitos da TSD

Conforme mostrado na Figura 4-a, o volume tumoral
médio no Dia 5 foi de 100+12, 107445, 1812 mm?
para os grupos controle, ultrassom e TSD,
respectivamente, correspondentes aos tumores em
estagio 1. O volume tumoral médio no Dia 5 foi de
30747, 328+49 e 90+54 mm?® para o0s grupos
controle, ultrassom e TSD, respectivamente,
correspondentes aos tumores em estagio 2. A Figura
4-b apresenta o volume tumoral médio normalizado
ao longo do tempo, calculado pela divisdo do volume
tumoral medido a cada dia pelo volume tumoral inicial
(~8+2 mm? para tumores em estagio 1 e ~50+15 mm?
para tumores em estagio 2). Para ambos os estadios
tumorais, o crescimento do volume tumoral no grupo
TSD foi significativamente reduzido em comparagao
a seus correspondentes grupos controle e ultrassom,
indicando que a TSD inibiu a progressao tumoral.

A razdo de inibicdo tumoral, calculada pela
equagcao (2), do protocolo TSD aplicado em tumores
de estagio 1 e estagio 2 foi de 0,87+0,11 e 0,73+0,19,
respectivamente. Assim, em comparagcdo com seus
grupos controle, a inibigdo tumoral da TSD para
tumores de estagio 1 e estagio 2 foi de 87% (p<0,01)
e 73% (p=<0,05), respectivamente. A inibigdo tumoral
do SDT foi ligeiramente maior em tumores de estagio
1 do que em tumores de estagio 2; no entanto, a
diferenca entre os dois grupos ndo foi
estatisticamente significativa.

Dial | Dia2z | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5

Tumores em estagio 1

Controle

I Ultrassom

TSD

Controle

Ultrassom

Figura 3. Ultrassonografia de tumores em estagio 1 e 2 nos dias
1 a 5, correspondentes a cada grupo experimental (Controle,
ultrassom e TSD). Barra branca = 1,5 mm.
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Figura 4. Curvas de crescimento tumoral representando (a) o
volume tumoral médio e (b) o volume tumoral normalizado médio
ao longo do tempo para os grupos experimentais correspondentes
aos tumores em estagio 1 e 2.

3.4. Avaliagéo histolégica dos efeitos da TSD

A Figura 5 mostra as imagens histolégicas coradas
com H&E dos tumores coletados no Dia 5 para cada
grupo experimental. As I&minas apresentadas com
ampliacdo de 1x representam a area transversal
completa dos tumores ao longo do eixo de irradiagéo,
ilustrando assim a profundidade do dano induzido em
cada grupo experimental. As [daminas com ampliagéo
20x apresentam uma melhor visualizagdo do dano.
Observamos que nos grupos controle dos tumores
em estagio 1 e estagio 2, o tecido epitelial foi
preservado e o limite entre o epitélio e a regido do
tumor foi distinguivel em comparagdo aos grupos
tratados. Se identificaram ilhas de autonecrose, que
foram mais pronunciadas nos tumores em estagio 2,
regides contendo melanina e vasos sanguineos. Nos
grupos ultrassom de ambos os estagios, observou-se
que o tecido epitelial estava preservado, mas
desorganizado e levemente necrosado nas areas
mais superficiais do tumor. O tecido apresentou-se
friavel e infilirados inflamatérios foram detectados
adjacentes as regides necroticas. Esses danos foram
atribuidos aos efeitos sonomecanicos. Os tumores
também exibiram ilhas de autonecrose dispersas por
toda a area transversal, semelhantes as observadas
no grupo controle. Nos grupos TSD de ambos os
estagios, observou-se tecido epitelial desorganizado
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com pontos de ulceracdo assim como &reas
necréticas que abrangeram quase toda a regido
transversal. Infilirados inflamatdrios adjacentes as
zonas necroticas e extravasamento de vasos
sanguineos também foram observados.

Tumores em estagio 1

Controle Ultrassom TSD

Tumores em estagio 2

Controle Ultrassom TSD

.20;* 2T ,. ;,.4% - 5 T AP

Figura 5. Laminas coradas com H&E dos tumores dos grupos
controle, ultrassom, e TSD, correspondente aos tumores em
estagio 1 e 2. Barra preta = 2,5 mm (ampliagdo de 1x). Barra
branca = 100 ym (ampliagao de 20x).

A temperatura da pele, localizada sobre o tumor e
em contato com a face menor do guia de ondas,
aumentou até 3 °C nos minutos finais da irradiacdo
por ultrassom. Com base nisso, concluiu-se que os
danos observados nos grupos ultrassom e TSD se
devem, em minima parte, a efeitos térmicos.

4. Discussao

Estudos in vivo anteriores demonstraram o
potencial da TSD mediada por ALA no tratamento do
melanoma pigmentado, porém a diferencia do
presente estudo, a implantacdo das células do
melanoma foi via inje¢do subcutanea.(18-22) Este
modelo tumoral subcutdneo é compativel com um
subtipo clinico de melanoma cutdneo humano,
conhecido como melanoma dérmico primario, o qual
€ um caso de melanoma pouco frequente.(33) Por
isso, no presente trabalho as células do melanoma
foram inoculadas intradermicamente, por ser
compativel com o caso mais frequente de melanoma
cutdneo humano relatado em ambientes clinicos.
Além disso, a regido intradérmica € um ambiente
altamente vascularizado com uma densa populagao
de células dendriticas, o que melhora o fornecimento
de oxigénio e aumenta a imunogenicidade do tumor.
Com base nesses achados, foi levantada a hipétese

de que a aplicagédo da TSD em tumores intradérmicos
amplificaria os efeitos antitumorais da TSD.

Na literatura, € comum padronizar o inicio do
tratamento com base no volume tumoral especifico,
em vez da espessura do tumor. No entanto, a
espessura tumoral € um fator clinico critico usado no
sistema de estadiamento do melanoma. Portanto,
neste estudo, o tratamento foi iniciado com base na
espessura do tumor. Essa abordagem se alinha mais
as praticas clinicas e aumenta a relevancia
translacional dos resultados.

Estudos anteriores que investigaram os efeitos da
TSD no tratamento do melanoma comumente
utilizaram tumores com volumes iguais ou maiores a
100 mm3. Em contraste, os tumores utilizados neste
trabalho foram menores, representando melanoma
cutdneo humano em estagio inicial com espessuras
dentre 1-3 mm.

Dado que a espessura tumoral pode influenciar os
resultados terapéuticos de diversos tratamentos
dindmicos, é importante avaliar o impacto da
espessura do tumor na eficiéncia da TSD para
otimizar os protocolos, portanto foram avaliados
tumores em estagios iniciais diferentes.

Os parametros de ultrassom comumente relatados
na literatura incluem frequéncias que variam de 0,5 a
3 MHz e baixas intensidades de ultrassom que variam
de 0,5 a 3 W/cm?. Os parametros de ultrassom que
apresentaram melhores resultados terapéuticos
neste trabalho foram 2 W/cm? de intensidade de
ultrassom pulsado, com frequéncia do pulso de 100
Hz e ciclo de trabalho do 50%, e um periodo de
irradiagdo de 30 minutos. Esses parametros resultam
em uma dose total administrada de 1800 J/cm?, maior
do que em estudos in vivo anteriores. No entanto, o
dano gerado apenas pela irradiacdo dessa dose de
ultrassom foi muito menor do que aquele gerado pela
TSD. Isto indica que essa quantidade de energia de
ultrassom estaria sendo dissipada de alguma forma,
sendo a energia transmitida a pele insuficiente para
gerar danos térmico e mecanico drasticos. Conforme
mostrado na Figura 1-b e 1-d, podemos comprovar
que tal dissipacdo de energia ocorre durante a
propagacéao das ondas de ultrassom ao longo da guia
de ondas. Essa reducéo de energia ocorre devido a
geometria e material do guia de ondas. Apesar disso,
0 guia de ondas foi feito de aluminio em vez de outros
materiais dado os estudos prévios existentes e a sua
facilidade de uso. (19,21)

Os resultados deste estudo demonstraram que o
protocolo de TSD sob estudo suprimiu eficazmente o
crescimento do volume tumoral e induziu necrose em
profundidades maiores em comparagdo com o0s
grupos ultrassom e controle. Este resultado foi
observado para ambos os estagios tumorais,
indicando que, nas condi¢des utilizadas neste estudo,
a indugdo de efeitos sonodindmicos €& alcangavel
mesmo em tumores em estagio 2. Em tumores de
estagios iniciais, como os estudados, a incorporagéo
de uma guia de ondas mostrou-se fundamental,
permitindo uma aplicagdo mais focalizada da energia
ultrassbnica em uma regido de menor area,
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minimizando  danos tecidos saudaveis

adjacentes.

aos

5. Conclusodes

A indugao de efeitos sonodindmicos nao foi limitada
pela espessura do tumor inibindo o crescimento de
tumores de até 3 mm de espessura, e gerando
necrose em quase toda a regido tumoral. As
medigbes acusticas por varredura de hidrofone foram
fundamentais para compreender o impacto da guia
de ondas no perfil de pressdo acustica. A
incorporagdo de um guia de ondas para aplicagédo da
TSD no tratamento de tumores mais finos provou ser
uma abordagem eficaz. A ultrassonografia de alta
resolugdo foi essencial na avaliagdo do volume
tumoral apés o tratamento, uma vez que o inchaco da
regido tratada dificulta as medigbes usando
ferramentas convencionais, como o paquimetro.

Os experimentos com animais foram aprovados
pelo Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) da Texas A&M University (IACUC 2023-
0137). Além disso, todos os procedimentos de
experimentagédo animal descritos neste estudo foram
realizados de acordo com as diretrizes do IAEC para
o cuidado e o uso de animais de laboratério e com as
diretrizes ARRIVE.
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