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FERREIRA, |. Lesdo no DNA e Terapia Fotodindmica em neoplasia mamaria de
ratas (Sprague-Dawley) induzida quimicamente. Botucatu, 2008. 60p. Dissertagdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Neoplasia € um processo anormal que compromete a proliferacdo e
diferenciacao celular de inicio localizado, podendo disseminar pelo organismo
do hospedeiro levando a sua morte. As caracteristicas desse processo
devem ser investigadas para se estabelecer um protocolo terapéutico, para
isso, uma importante ferramenta é o Teste do Cometa que detecta a lesdo do
DNA. Quanto ao protocolo terapéutico a Terapia Fotodinamica (TFD) € uma
nova modalidade utilizada para o tratamento de neoplasia. Consiste na
inducdo da citotoxicidade, através da interacdo da luz de comprimento de
onda adequado, de um fotossensibilizador e do oxigénio molecular presente
nas células. Com o objetivo de quantificar a lesdo no DNA das neoplasias
mamarias pelo Teste do Cometa; avaliar a resposta desse tumor a Terapia
Fotodindmica como tratamento unico e adjuvante a cirurgia utilizamos 20
ratas Sprague-Dawley divididas em quatro grupos durante 12 semanas: os
grupos G1 a G4 receberam dose unica de DMBA 50 mg/kg por gavagem para
indugdo do tumor de mama. Quando da manifestagédo da neoplasia aplicou-
se nos animais de todos os grupos citados o TNM clinico, exame citolégico e
Teste do Cometa. O G1 foi acompanhado clinicamente, o G2 submetido a
TFD, o G3 a cirurgia associada a TFD, G4 a cirurgia. Os animais do grupo 2
foram submetidos a uma unica sessdo da TFD, apés 8 semanas, tiveram o
estadiamento clinico e lesdo no DNA menores quando comparado ao grupo
controle. Os animais do grupo 3 ndo apresentaram recidivas até o final de 12
semanas quando foram comparados com os animais do grupo 4 o qual
apresentou 60% de taxa de recidiva apos 11 semanas, embora os animais do
grupo 3 tenham apresentado menor lesdo no DNA. A TFD pode ser usada no
modelo experimental de tumor de mama como terapia unica e adjuvante a
cirurgia para reducdo da evolugdo do tumor e evitar recidivas

respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia Fotodinamica, Lesao no DNA, tumor de mama

experimental.



FERREIRA, I. DNA damage and Photodynamic Therapy in chemical induce
mammary tumor in rats (Sprague-Dawley). Botucatu, 2008. 60p. Dissertagdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Neoplasm is a process that results from an the abnormal proliferation and cell
differentiation initially localized, but can metastize leading to death. The
characteristics of this process should be investigated to establish a
therapeutic protocol Comet assay is an important tool that detects the DNA
damage. Photodynamic Therapy (PDT) is a therapeutic modality that can be
used to treat cancer, where the cytotoxic effect is induced by the interaction of
light at adequate wavelength, a photosensitizer and molecular oxygen present
in cells. Aiming to quantify the DNA damage by Comet assay in mammary
tumor assess the tumor response after Photodynamic Therapy as a single
treatment or adjunvant modality to surgery, 20 Sprague-Dawley rats were
used. The animals were divided into four groups all animals received a single
dose of DMBA, 50 mg / kg by gavage to induce the mammary tumors the
TNM clinical, cytological and Comet assay classifications were performed.
The animals of were clinically monitored, the animals were treated by PDT,
the animals were treated with surgery and PDT, and the animals of only
surgery. The animals in group 2 were subjected to a single session of PDT,
and after 8 weeks, clinical staging and DNA damage were less when
compared to the control group. The animals in group 3 showed no tumor
recidive until the end of the 12 ™ week. The animals of group 4 showed 60%
rate of tumor recurrence after 11 weeks. The animals in group 3 showed less
DNA damage when compared to group 4. PDT can be used in an
experimental model of mammary tumor as single and as adjuvant therapy to

reduce the development of tumors and to prevent recurrences, respectively.

KEY WORDS: Photodynamic Therapy, lesion in DNA, induced mammary

tumor.
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1. INTRODUGAO

Neoplasia € um processo anormal que compromete a proliferacdo e
diferenciagao celular de inicio localizado, podendo disseminar pelo organismo

do hospedeiro levando a sua morte.

O sucesso do tratamento dos tumores esta relacionado com varios
fatores entre eles o tempo de evolucdo, estadiamento clinico da doenca e
agressividade do tumor. Para avaliacdo de tais critérios utilizamos o
estadiamento clinico (TNM), o exame citopatoldgico, histopatolégico e uma
importante ferramenta é o Teste do Cometa que € um método rapido, simples e
sensivel de se detectar a lesdo do DNA auxiliando tragar o perfil do

comportamento bioldgico do tumor.

O protocolo convencional para o tratamento das neoplasias € a cirurgia,
a quimioterapia e a radioterapia, utilizadas individualmente ou associadas.
Exceto a cirurgia, 0 mecanismo de agédo sobre as células € a sua destruicao,
ndo € seletivo, age tanto nas neoplasicas como nas normais,
consequentemente ha efeitos colaterais indesejaveis. Em vista disso, novas

modalidades terapéuticas tém sido pesquisadas para o tratamento de tumores.

A Terapia Fotodinamica (TFD) € uma recente modalidade utilizada para
o tratamento de neoplasia. Consiste na indugdo da citotoxicidade, através da
interacdo da luz de comprimento de onda adequado, de um fotossensibilizador
e do oxigénio molecular presente nas células. A TFD tem diversas vantagens, a
principal € a destruicdo tecidual seletiva. Os efeitos colaterais sdo reduzidos,
mantém a estética, ndo se observa resisténcia a droga. Pode ser usada

sozinha ou em associagao a outras terapias.

Dos maiores grupos de neoplasias diagnosticadas atualmente, o tumor
de mama aparece com frequéncia tanto na mulher como na cadela. O rato
como modelo experimental € o mais utilizado para estudos de carcinogénese
mamaria, por estar bem padronizado e ser comparavel a doenga espontanea

na mulher.

Considerando os aspectos supracitados, este estudo tem o
objetivo de utilizar o modelo experimental de tumor de mama induzido pelo

DMBA em ratas Sprague-Dawley para quantificar a lesdo no DNA das
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neoplasias pelo Teste do Cometa; bem como avaliar a resposta do tumor a

Terapia Fotodindmica como tratamento unico e adjuvante a cirurgia.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Desenvolvimento da Mama de Rata

O desenvolvimento da mama durante a vida intra-uterina € semelhante
a de qualquer mamifero inclusive, ao da mulher (CARDIFF e WELLINGS,
1999).

Na rata apresenta-se como um espessamento ectodérmico na forma de
botdo que se estende ao longo de cada lado da superficie ventral do feto.
Contém perfil de células-tronco, originam tipos celulares distintos, formando
células secretoras, mioepiteliais e basais, que irdo formar ductos, I6bulos e o
tecido fibroso interlobular (RUSSO e RUSSO, 1996 (a); STERNLICHT, 2006).

Durante a formacgéo, a regi&do mais préxima dos mamilos é chamada de
Zona A, a intermediaria de Zona B e a mais distante de Zona C, esta € a
estrutura que apresenta elevado indice proliferativo, consequentemente
suscetivel a transformacgao neoplasica. O conjunto forma o parénquima da
glandula que esta envolvido em tecido adiposo, predominantemente branco,
que varia consideravelmente com a idade e a localizagdo anatébmica das
glandulas (RUSSO et al.,1990 (b); RUSSO e RUSSO, 1991; MANN et al.,
1996).

Este tecido quando maduro, sua grande caracteristica € a inclusao
lipidica que ocupa de 60 a 85% do peso do adipdcito e contém principalmente
triacilglicerdis, pequena quantidade de acido graxo livre, colesterol fosfolipidios
e monoacilgliceréis. A composi¢cao dos acidos graxos dos triacilglicerois reflete
a composicao da gordura da dieta (SHELDON et al., 1962, CARPENTER et al.,
1977; GELOEN et al., 1989; CORNELIUS et al., 1994).

Nos animais, inclusive na rata, a taxa lipidica consiste de
aproximadamente um tergco de adipdcito, os demais sdo combinagdo de vasos
sanguineos, tecido nervoso, fibroblasto e pré-adipocito. Este em fases
diferentes de desenvolvimento. Adipocito jovem ou adulto secretam diferentes
fatores, entre eles: produtos de genes relacionados a obesidade, citocinas,
fatores de crescimento e horménios (SHELDON et al., 1962, CARPENTER et
al., 1977; GELOEN et al., 1989; CORNELIUS et al., 1994).
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A anatomia da mama da rata € complexa, distribuida aos pares
paralelamente a linha Alba. O primeiro par € localizado na regido cervical,
seguida pela toracica, abdominal e por fim inguinal, Figura 1 (RUSSO et al.,
1990(B).

As mamas sao apocrinas tubulos-alveolares compostas, sudoriparas
modificadas, altamente especializadas e complexas. E um tecido que sofre
mudangas continuas, desde a sua formagéo até a senescéncia, dentre elas o
fator hormonal (RUSSO et al., 1990(B); RUSSO e RUSSO, 1996(A);
STERNLICHT, 2006)

2.2. Modelo Experimental de Carcinogénese Quimica in vivo

Os agentes quimicos foram identificados como fatores etioldgico do
cancer para o homem a partir do século XVIIl. Porém, somente no século XX
que se desenvolveram modelos utilizando os animais para se investigar a
carcinogénese quimica (COHEN e ELLWEIN 1991; GUTIERREZ e
SALSAMENDI, 2001; OLIVEIRA et al., 2007).

Estes estudos trouxeram informagdes que possibilitaram a identificacao
de novos agentes cancerigenos. A natureza quimica dos cancerigenos é
variada. A maioria possui acdo genotdxica, ou seja, sao capazes de induzir
lesdo no DNA da célula, que se nao for reparado leva ao desenvolvimento da
neoplasia (COHEN e ELLWEIN 1991; BUTTERWORTH et al., 1992;
HASEGAWA et al., 1998; ROCHA, 1998; CAMARGO et al., 1999; KLAUNIG et
al., 2000; SPINARDI-BARBISAN et al., 2004).

O potencial genotoxico de um agente quimico pode ser detectado em
modelo experimental em laboratério, in vivo e in vitro. O 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) é um exemplo de uma substancia genotoxica,
composto de hidrocarboneto aromatico policiclico (PHA) que necessita de
ativacdo metabdlica para causar lesdo no DNA (ROCHA, 1998; WHO, 1998;
NGUYEN-BA e VASSEUR, 1999; HELFINGER et al., 2000; THOMPSON et al.,
2000; TROSKO, 2001; WILLIAMS, 2001; BARROS, 2004; COCCA et al., 2005,
OLIVEIRA et al., 2007).

A carcinogénese mamaria na rata tem o DMBA como composto quimico

indutor de tumor. As caracteristicas deste processo fazem esse modelo
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comparavel a doenga espontdanea na mulher. Quando se pretende estudar o
tumor de mama em modelos experimentais in vivo no sentido de comparar com
outra espécie, inumeros fatores devem ser levados em consideracao, tais
como: linhagem, idade, fator hormonal, dose e via de administracédo
(McCORMICK et al., 1982; CLINTON et al.,1984; RUSSO et al., 1990 (B);
RUSSO e RUSSO, 1996(B); HEFFELFINGER, 2000; KUBATKA et al., 2002;
BARROS, 2004; GEAR et al., 2007).

A via de administracdo por gavagem é a mais utilizada por ser efetiva
(MANN et al., 1996; RUSSO e RUSSO 2000 KUBATKA et al., 2002; BARROS,
2004).

A rata mostra sensibilidade maxima a carcinogénese por DMBA entre
35 e 55 dias de idade por ser esse o0 periodo de rapido desenvolvimento
tecidual das mamas como consequéncia as lesbes podem se apresentar desde
uma hiperplasia a adenomas e carcinomas (RUSSO e RUSSO, 1987; RUSSO
et al., 1990 (B); TERADA, 1995; HEFFELFINGER, 2000; KOCDOR et al., 2000;
KUBATKA et al., 2002; BARROS et al., 2004; GEAR et al., 2007).

2.3. Sistema de Graduagao TNM Clinico

O sistema TNM foi criado pela International Union Against Cancer
(IUAC) em uma Conferéncia realizada na Franga por volta de 1943 e 1952,
tendo como presidente Pierre Denoix. O objetivo do encontro foi classificar
clinicamente os tumores malignos. Assim, € possivel planejar e monitorar a
neoplasia, indicar prognostico e facilitar informagdo e contribuir com as

pesquisas sobre a neoplasia.

A classificagdo pelo TNM dos tumores no paciente inicia-se com exame
fisico completo, palpagdo da lesdo e linfonodos regionais. Os parametros

considerados sao:
T — tamanho do tumor primario onde:
T1 < 2cm de didmetro,
T2=2-5cm,
T3>5cm

T 4 = tumor aderido.
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N —linfonodos regionais palpaveis ou nao.
M — com ou sem evidencia de metastases a distancia

Todos os casos devem ser confirmados microscopicamente. (DENOIX
P., 1952; FERNANDES, 1996; FERREIRA, 2003; HATAKA, 2003; PEREZ et al ;
2005.).

2.4 Diagnoéstico Microscépico de Neoplasia

Os exames convencionais para o diagnosticado dos tumores € o
histopatoldgico e o citopatologico (ARAUJO et al., 1999; RIBEIRO-SILVA et al.,
2001; HATAKA, 2003; ROCHA, 2008).

O diagnéstico dos tumores leva em consideragao o padrao tecidual e
suas caracteristicas citoldgicas. Assim sdo classificados em ductal, papilar,
tubular e sélido. O diagndstico e a classificagao dos diferentes tipos de tumores
sao importantes, pois confirma o TNM clinico e indica o seu comportamento
biolégico (RUSSO et al, 1990(B); FERNANDES, 1996; RUSSO & RUSSO,
1996(B); RUSSO e RUSSO, 2000; BURINI, 2002; HATAKA, 2003; PEREZ et
al, 2005; LEVINE et al., 2006; KARIM et al., 2008).

2.5 Lesiao no DNA

O DNA presente no nucleo de uma célula pode sofrer mutacdo ou
recombinacdo sob acdo de agentes quimicos. As enzimas de reparo de DNA

presentes nas células normais quando atuantes removem as lesoes.

Existem varias formas de detectar essa lesdo dentre elas, o Teste do
Cometa. Que €& um método rapido, simples e sensivel. Além disso, ha

necessidade de pequena quantidade de células para ser realizado.

Por isso vem sendo utilizado para identificar quebras de DNA em
células individuais de mamiferos (SINGH et al. 1988; KREJA et al., 1996;
MARTIN et al., 1997; HEATON e RANSLEY, 2001; SPEIT e HARTMANN,
2006; GRASSI et al., 2007).

Ele evidencia, sob condigdes alcalinas, fragmentos de DNA que
migram do nucleo na eletroforese, resultando na formacao de uma imagem que
lembra um cometa, com cabeca e cauda, permitindo a deteccdo, em células

isoladas, de quebras e sitios alcali — labeis no DNA (POLI et al. 1999). Este
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contendo mais quebras ira migrar a distancia maior no campo eletroforético
devido a massa de menores fragmentos. Quanto maior for a migragdo maior
sera a extensdo da lesdo gendmica (HEATON e RANSLEY, 2001; COLLINS,
2004).

No tumor de mama em mulheres, o teste ja foi utilizado para identificar
a instabilidade gendmica, seu comportamento biolégico e consequentemente a
indicacdo da conduta terapéutica. E também utilizado para detectar pacientes
que estdo em situagao de risco de desenvolver neoplasia (Colleu-Durel et al.
2004; Kopjar et al. 2006; Shahidi et al. 2007; Wozniak et al. 2007).

Em nosso grupo de pesquisa esse teste foi utilizado para detectar lesao
no DNA em células da bexiga de cdes com cistite e para avaliar o grau de
agressividade das células do Tumor Venéreo Transmissivel (ALVES et al.,
2004; AMARAL, 2005).

2.6. Protocolo Terapéutico para Neoplasia

O protocolo convencional para o tratamento das neoplasias € a cirurgia,
a quimioterapia e a radioterapia, utilizadas individualmente ou associadas.
Excetuando-se a cirurgia, 0 mecanismo de acgao sobre as células é a sua
destruicdo, nédo € seletivo, age tanto nas neoplasicas como nas normais,
consequentemente ha efeitos colaterais indesejaveis. Além disso, a resposta
esperada dos pacientes a esse protocolo corresponde a 60% de cura. Portanto,
novas modalidades terapéuticas tém sido pesquisadas para o tratamento de
tumores, inclusive de mama (KARAYANNOPOULOU et al., 2001; NOVOSAD,
2003; CHANG et al., 2005).

A Terapia Fotodinamica (TFD) € uma recente modalidade utilizada para
o tratamento de neoplasia. Consiste na indu¢ao da citotoxicidade, através da
interacado da luz de comprimento de onda adequado, de um fotossensibilizador
(FS) e do oxigénio molecular presente nas células (DANIELL e HILL, 1991; LUI
et al., 1992; WILSON et al., 1992; RUSLANDER et al., 1997; FRITSCH et al.,
1998; KALKA et al., 2000; MERKEL e BIEL, 2001; NOWIS et al., 2005).

No entanto, para o sucesso da TFD é primordial conhecer a distribuicao
da luz dentro dos tecidos biolégicos, pois essa modalidade terapéutica

depende da penetracdo e da quantidade minima de luz no tecido-alvo
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(WILSON et al., 1986). A propagacao da luz nos tecidos € influenciada pelas
suas propriedades opticas (PRAHL et al, 1993; HOURDAKIS et al, 1995).
Fibras Opticas podem ser utilizadas em contato com a superficie e também
serem inseridas no meio a ser investigado, de forma que permitam medir a
intensidade local da luz (ZHU et al., 2005; WILSON et al., 1986; TSAI et al.,
2001; LUALDI et al. 2001; STAR, 1988).

A TFD tem diversas vantagens, a principal é a destruicdo tecidual
seletiva. Os efeitos colaterais sdo reduzidos, mantém a estética, ndo se
observa resisténcia a droga. Pode ser usada sozinha ou em associagao a
outras terapias. Portanto a resposta dos pacientes submetidos a TFD é
satisfatoria (DANIELL e HILL, 1991; MERKEL e BIEL, 2001).

A técnica que utiliza a propriedade de seletividade da luz no tratamento
do cancer emprega uma substancia fotossensivel (aquela que é alterada
quando iluminada) que pode ser administrada por via endovenosa ou tdpica,
localizando-se preferencialmente, nas células tumorais malignas. O mecanismo
envolvido na distribuicdo preferencial dos fotossensibilizadores no tecido
maligno ainda n&o esta completamente elucidado (LUCROY et al., 2000;
DOUGHERTY, 2002). Alguns fatores sdo descritos como responsaveis sendo
eles: alteracdo da permeabilidade da membrana das células malignas; a
presenca de fibras de colageno imaturas que integram o tumor, semelhantes as
observadas em tecidos embrionarios e em processo de cicatrizagao recente.
Essas fibras imaturas apresentam grande capacidade de ligagdo as porfirinas,
constituindo um local para retengcdo e acumulo do FS (NELSON et al., 1997;
LUI et al., 1999; TOREZAN, 2000).

Outros fatores como a rede linfatica, pouco desenvolvida, a ligagao das
porfirinas a lipoproteinas, a presenca de macréfagos e o menor pH intracelular,
também levam a uma maior concentracdo do FS em células neoplasicas
malignas (SPIKES, 1991; NELSON, et al., 1997; LUl et al., 1999).

Os fotossensibilizadores (FSs) devem apresentar propriedades
especificas como: ndo toxicidade sistémica; seletividade para o tecido
neoplasico maligno; eficacia em gerar espécies reativas de oxigénio quando
excitado por uma luz de comprimento de onda adequado; e rapida eliminacao

pelo tecido normal.
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Ha varios fotossensibilizadores de primeira geracdo aprovados por
0géos governamentais e sendo utilizados em tratamentos clinicos tanto no
homem como nos animas, sendo os mais utilizados os derivados de
hematoporfirina (HpD). Essa droga ¢é ativada pela luz no comprimento de onda
de 630 nm. A maior preocupagao em relagao aos FSs sistémicos de primeira
geracédo, € a prolongada fotossensibilizagdo cutanea e ocular que pode durar
ao redor de 4 semanas (MACHADO, 2000; MERKEL e BIEL, 2001; LUCROY,
2002).

Varios outros FSs estdo sendo testados em experimentos com animais.
Dentre eles os FSs de segunda geracao, o objetivo € obter compostos que
sejam excitados com radiagdo em comprimentos de onda maiores (onde o
tecido biolégico absorve menos e, portanto a profundidade de penetragéo é
maior), e que apresentem um periodo de eliminagdo mais curto (MENEZES,
2006; PAGEM et al., 1999).

Qualquer fonte de luz que tenha caracteristicas espectrais apropriadas
pode ser utilizada em TFD, tais como lampadas de tungsténio ou halogénio,
laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) e LED (Light
Emitting Diode) (WILSON et al, 1986). As fontes de radiacdo utilizadas,
geralmente, s&o lasers, que apresentam como desvantagem o elevado custo.
Desta forma fontes de luz ndo-laser para a TFD vém se tornando viaveis, por
serem de mais facil acesso e de baixo custo (DOUGHERTY, 1993; MACHADO,
2000; BRANCALEON et al., 2002; LUCROQY, 2002).

A TFD é baseada na administragcdo de uma substancia fotossensivel,
uma das vias utilizadas € a endovenosa, ao qual percorre todo o corpo, sendo
absorvido por todas as células. As células sadias eliminam essa droga em um
periodo de tempo que varia entre 24h a 36h, diminuindo consideravelmente
sua concentracdo. Ja as células neoplasicas, por apresentarem um
metabolismo e caracteristicas morfolégicas diferentes, retém este FS por um
tempo mais prolongado. Assim, esperando mais de 24h (normalmente de 24h a
48h) apos a administracdo do FS, este estara mais concentrado nas células
neoplasicas, estabelecendo uma diferenciagao entre estas células e as demais
(MARCASSA et al., 2002).
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Os FSs sao moléculas heterociclicas grandes, que absorvem luz.
Quando estas moléculas sao irradiadas com luz visivel, um elétron é excitado
do estado fundamental para o estado singleto. Este elétron pode retornar ao
estado fundamental emitindo fluorescéncia ou progredir na cadeia de reagdes
quimicas transformando—se na espécie reativa chamada tripleto, de menor
energia (COLUSSI, et al., 1996; COLUSSI, 1997; CARVALHO, 2001; ZEZELL,
1987; ZEZELL, 1991; BRAULT, 1990).

Como o tempo de vida do estado tripleto é relativamente longo (10 a
10 segundos) o fotossensibilizador excitado pode interagir diretamente com
substratos biologicos formando radicais livres; esta reagdao € chamada de
reacao tipo | ou pode transferir sua energia diretamente para o oxigénio celular,
formando o oxigénio singleto, altamente reativo e responsavel pela morte
celular, chamada de reacgao tipo Il (GIBSON et al 1988; DANIELL e HILL, 1991;
HENDERSON e DOUGHERTY, 1992; LUCROY et al., 2000; MACHADO, 2000;
LIM et al., 2006).

A eficiéncia com a qual um fotossensibilizador transfere a energia
absorvida da luz para o oxigénio no estado ftripleto é definida como o
rendimento quéantico de formagdo de oxigénio singleto e constitui outra

propriedade fotofisica importante, Figura 2 (MELO, 2003).

Tanto o dano celular direto como o vascular contribuem para a
destruicdo do tumor, e recentemente o papel do processo inflamatério e do
sistema imune envolvido nessa terapia é alvo de estudos recentes
(HENDERSON e DOUGHERTY, 1992; DOUGHERTY, 2002).

Ha varios relatos demonstrando a eficacia do uso clinico da TFD na
regressao de tumores, tanto os induzidos quimicamente como os espontaneos.
Acredita-se que essa eficacia esta relacionada com os mecanismos que
envolvem a formagao de radicais livres com liberagédo de citocinas e de outros
mediadores inflamatdrios, levando a isquemia e por fim a necrose das células
tumorais malignas (GIBSON et al., 1988; LUCROY et al., 2000).

Estes mecanismos sdo dependentes tanto do fotossensibilizador

utilizado como do tipo de tumor tratado. No protocolo de tratamento oncoldgico
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veterinario esta técnica ja foi aplicada em caes e gatos com tumores primarios

e metastaticos, epiteliais, mesenquimais, e de células redondas.
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Fonte: http: /fwwiw .geocities.com fvirtualbiology /gettingstarted html (2 de 2)24/3/2008 16:34:33

Figura 1. Localizagao topografica: mama da rata.
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Figura 2. Diagrama de Jablonski modificado. Ativacdo do agente
fotossensibilizador pela luz (Torezan 2000).
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A resposta desses animais ao tratamento foi satisfatéria em 86% dos
casos (LUCROY et al., 2000).

Como se pode observar o modelo experimental de carcinogénese
quimica in vivo para tumor de mama ja € bastante estudado; a TFD tem sido
aplicada em diferentes neoplasias e tem obtido resultados satisfatérios, porém
a eficacia dessa modalidade associada a lesdo de DNA até o momento nao foi
investigada, em vista disso o objetivo do trabalho foi:
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3. OBJETIVOS

Apods indugao de tumor de mama utilizando-se modelo experimental do
DMBA por gavagem em ratas Sprague-Dawley: quantificar a lesdo no DNA das
neoplasias pelo teste do cometa; avaliar a resposta do tumor a terapia
fotodindmica como tratamento Unico e adjuvante a cirurgia; correlacionar a

eficacia dessa modalidade terapéutica com a lesao no DNA.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho estd de acordo com os principios Eticos na
Experimentacéo Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia- Unesp- Botucatu (Protocolo:85/2006-

Anexo).
4.1. Animais

Foram utilizadas 20 ratas Rattus Novergicus da linhagem Sprague-
Dawley, com média de 47 dias de idade, virgens, média de peso 182g.
Adquiridas do Dbiotério de criagdgo CEMIB-UNICAMP (Campinas-SP),
permaneceram no Biotério experimental da Patologia FMB-UNESP que segue
as normas de boas praticas de laboratorio. Durante o experimento o periodo de
luz (12h claro/12 horas escuro), temperatura (22+2°C) e umidade (55+10%)
eram controlados. Além disso, os animais eram mantidos em ambiente com
quatro periodos de exaustdo do ar ambiente e o nivel maximo de aménia < 5
ppm., em gaiolas de polietiieno, com tampas metalicas e forradas com
maravalha de pinho branco trocadas trés vezes por semana. A ragao fornecida

foi em forma de pellets (Guabi- S.P.), e agua ad libidum.
4.2 Indugao Quimica-Etapa de Iniciagao

Os animais receberam dose unica de DMBA, 50mg/Kg dissolvido
em O6leo de girassol, por gavagem, caracterizando esse periodo para a etapa

da iniciagdo e promogao da carcinogénese quimica. Figuras 3 e 4.
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Fonte: www.insightltda.com.br

Figura 3. Tratamento: agulha de gavagem para ratos.

Figura 4. Administracdo do carcindbgeno em rata Sprague-Dawley
por gavagem.
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4.3 Estadiamento Clinico e Diagnéstico Microscoépico.

Apds a indugdo do tumor mamario os animais foram submetidos a
inspecéo de viabilidade diaria e ao exame clinico semanalmente até o
desenvolvimento do tumor. Posteriormente, aplicado o TNM para o tumor de

mama de ratas adaptado de Denoix (1952). Figura 5.

Os tumores mamarios obtidos nos animais do grupo 1 (controle) e do
grupo 2 (submetidos a TFD) foram mensurados durante 8 semanas utilizando
um paquimetro. Para analise dos dados utilizou-se o software Origin versao
7.5.

Apos a aplicagédo do TNM seguiu-se o0 exame citoldgico, por capilaridade
Figura 6. Para tal foi utilizado algodao embebido em alcool iodado para anti-
sepsia local, agulhas 13x4,5, seringas descartaveis de 10 ml e laminas
histolégicas. O material obtido pela capilaridade foi colocado em lamina

histolégica com auxilio da seringa e distendido por uma lamina extensora.

Foram feitas 4 |aminas distribuidas da seguinte forma: 2 secas ao ar
ambiente e posteriormente fixadas pelo metanol e 2 colocadas imediatamente
no alcool 95, para serem coradas pelo Giemsa e Papanicolaou,

respectivamente. Figuras 7 e 8.

A leitura das laminas foi realizada no microscépio 6ptico (Carl Zeiss-
Alemanha) utilizando 4 aumentos, no menor aumento, 3,2x, para verificagdo da
celularidade da amostra, padrdo de coloracdo e distribuicdo das células
seguindo-se para os aumentos subsequientes (10x, 25x e 40x) para o
detalhamento das caracteristicas celulares e verificagdo das caracteristicas de
malignidade. Apos a varredura inicial, as areas com melhor padrdo de
distribuicado celular e coloracdo eram analisadas em aumento de 40x sendo

analisado em cada lamina dez campos aleatérios nos quais foram avaliados:

1. O arranjo das células: alta celularidade, disposi¢cao das células na

lAmina, assim como sua coeséao.

2. O nucleo: anisocariose, padrdo da cromatina, tamanho do nucleo,
espessura da membrana nuclear, tamanho do nucléolo, ranhura, amoldamento

e figuras de mitose.
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3. O citoplasma: canibalismo
4. O fundo da lamina: presenca de secrecao, necrose e inflamacéo.

O tumor foi considerado maligno quando era observado mais de 3
critérios de malignidade na lamina. O critério citoldgico utilizado foi o0 de Karim
et al (2008) adaptado.

A coleta de material para o exame histopatolégico foi realizada em
dois momentos, nos grupos G3 e G4 logo apos a retirada do tumor na cirurgia
e nos grupoos G1 e G2 na eutanasia do animais na décima segunda semana
apo6s a inducdo quimica, para tal o material foi fixado com formalina tamponada
a 10% e posteriormente embebidos em blocos de parafina, os cortes foram
confeccionados em micrétomo rotativo com espessura de trés um, e colocados
em estufa para desparafinizar e posteriormente corados pela coloragdo de

Hematoxilina e eosina (HE).

A leitura histologica das laminas foi realizada em microscopio 6ptico
com a mesma especificagdo do que foi realizada a leitura do exame citolégico
(Carl Zeiss-Alemanha), e o critério do diagndstico para animais de

experimentagao seguiu o preconizado por Russo et al. (2000).
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Figura 5. TNM: Animal do grupo 1. Observar a aplicagao do
estadiamento clinico. T=4,2cm.

g

Figura.6. Sprague-Dawley. Coleta do exame citolégico por
capilaridade de tumor de mama induzido pelo DMBA.
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Figura 8. Exame citoldgico por capilaridade, Papanicolaou, 40x
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4.4 Teste do Cometa

Apos o diagnéstico citolégico de neoplasia, amostra do tumor foi
colhida para o Teste do Cometa de acordo com a técnica descrita por Singh et
al. (1988). A viabilidade das células foi realizada pelo método de exclusdo com
Azul Tripan 0,2% (Merck Kgak, Darmstadt, Alemanha), sendo utilizadas apenas
amostras com viabilidade superior a 65%. Este teste foi realizado ao abrigo da

luz sob condi¢des alcalinas.

Coletada as células tumorais e sua suspensao em PBS livre de Ca++ e
Mg++ gelado e ao abrigo da luz, a amostra foi centrifugada na centrifuga de
ependorf centrifuge 5415 R, por 2 minutos na velocidade de 800rpm, a maior
parte do sobrenadante foi retirado, a amostra foi homogeneizada e 5ul da
suspensao foram misturados a 100ul de agarose de baixo ponto de fuséo
(0,5%) (Low melting point, LPM, Sigma, St Louis, MO, EUA) a 37°C, misturados
delicadamente, estendidos sobre uma lamina histologica pré-revestida com
agarose 1,5% de ponto de fusdo normal (PFN - Sigma), cobrindo-a com uma
laminula 24x60mm (Perfecta Ind. e Com. De laminas de vidro, SP, Brasil),

mantido a 4°C por cinco minutos para solidificar.

ApoOs este periodo, a laminula era retirada gentiimente e as células
eram lisadas por imersdao em solugdo de lise gelada (2,5M NaCl, 100mM
EDTA, 10mM Tris 1% N-Lauroyl sarcosine, pH10 com1% Triton X-100 e 10%
DMSO), recém preparada, permanecendo nessa solugao por um periodo de no
minimo 24h e no maximo duas semanas a 4°C. Para cada amostra, foram

feitas laminas em duplicata.

Passado o periodo minimo na solucdo de lise, as laminas foram
lavadas por 5 minutos com PBS livre de Ca++ e Mg++ passando por descanso
em tampao alcalino (1TmM EDTA e 300mM NaOH, pH >13) por 20 minutos para
a ampliagao e expressao dos sitios alcalis labeis. Logo apds, submeteu-se as

laminas a eletroforese sobre gelo por 20 minutos de corrida a 25V em 300mA.

Para avaliagdo da corrida eletroforética foram realizados controles

positivos para cada cuba com peréxido de hidrogénio (H,O;) (Sigma, St Louis,
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MO, EUA) 100 uM a 4°C, para indugdo de dano no DNA e permitir a avaliagéo

de cada corrida eletroforética.

O material controle era sangue de rato sadio, colhido com
anticoagulante, acondicionado em gelo e ao abrigo da luz e processada da
mesma maneira descrita para as células neoplasicas. Apos a eletroforese, as
laminas foram mergulhadas em uma solu¢do de neutralizagao (0,4M Tris, pH
7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol 100%. As laminas foram armazenadas
em temperatura ambiente até a leitura em objetiva de 400X em microscoépio de
fluorescéncia (Axioplan Il-Zeiss, Wolfville, N.S., Canada) com 50uL de corante
brometo de etidio (Sigma, St Louis, MO, EUA) diluido (20ug/mL), coberta com
laminula 24x60mm e a leitura foi realizada em analisador de imagens (Comet
Assay Il - Perceptive Instruments, Haverhill, Inglaterra) no Laboratério de
Toxicogenémica e Epidemiologia Molecular do Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina, Unesp Botucatu.

Para cada grupo as amostras foram avaliadas em duplicata e contadas
50 células, utilizando os parémetros de tail intensity (intensidade do DNA

contido na cauda do cometa).
4.5 Protocolo Terapéutico.

Os 20 animais induzidos com DMBA e que apresentaram tumor de mama,

foram divididos ao acaso em 4 grupos cada um com 5 animais, sendo:
v" Grupo 1 - controle: sem tratamento;
v" Grupo 2: submetido a terapia fotodinamica.
v Grupo 3: submetido a cirurgia e posteriormente a terapia fotodinamica.

Os animais foram submetidos a mastectomia total unilateral. Uma
semana apos o procedimento cirurgico foi realizada a TFD no local da cirurgia

utilizando o mesmo protocolo do grupo 2.
Grupo 4: submetido a cirurgia.
A cirurgia foi realizada seguindo o mesmo protocolo do grupo 3.

O delineamento experimental esta resumido na Figura 9.
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4.5.1 Terapia Fotodindmica
4.5.1.1 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado foi o Photogem® um derivado de
hematoporfirina (HpD) proveniente da Russia — Moscou, aprovado pelo®
Ministry of Public Health Service and Medical Industry of Russian Federation”
sob autorizagao 42-3199-98 Figura 10. O Photogem é aprovado para uso em
humanos pelo comité estatal de Farmacologia da Federagdo Russa e
recentemente aprovado pela ANVISA (data 08/ 04/ 2003; processo
25351.189638/02-00; exp 132851/02-4). O FS foi previamente pesado e
separado em aliquotas de 5 mg, no Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP
(IQSC), envolvidas em aluminio para prote¢cao da luz e mantidas a temperatura
de -4°C. O medicamento separado em aliquotas, antes de utilizado, foi diluido

em 1 ml de solugéo estéril de cloreto de sodio (0.9%).

Os animais foram fotossensibilizados com Photogem® por injecéo
endovenosa através da veia caudal esquerda, na concentracdo de 4 mg/kg.
Apds 24 h da aplicagdo do fotossensibilizador a lesdo foi iluminada com o

dispositivo a base LEDs, com dose de luz 300 J/cm?, durante 30 minutos;
4.5.1.2 Fonte de Luz

A regido do espectro eletromagnético de emissdo da fonte de luz para
TFD foi escolhida levando em consideracédo as bandas de absor¢cdo dos FS's e

a profundidade de penetragao da luz nos tecidos biolégicos.

Para a aplicacdo da TFD foi utilizado um dispositivo a base de LEDs
vermelhos (diodos emissores de luz) desenvolvido no Instituto de Fisica da de
Séo Carlos (IFSC) - USP com banda de emissdo em 635 nm, poténcia de 1 W
e 185 mW/cm? de intensidade.

Apods 12 semanas de observagao todos os animais foram anestesiados
profundamente com isoflurano e posteriormente submetidos a eutanasia por

exansanguineagao.
4.6 Consisténcia da Resposta a TFD

Para o estudo da distribuicdo da luz in vivo, foram utilizadas 2 ratas

Sprague-Dawley, sem tumor mamario. Como fonte de luz foi usado o
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dispositivo a base de LEDs vermelhos, descrito na secdo 4.5.1.2 e os
parametros de iluminagao foram os mesmos utilizados para o tratamento das

lesdes na mesma secgao.

A intensidade da luz tanto na superficie quanto no interior do tecido
foram coletadas com o auxilio de uma fibra o6ptica isotrépica (modelo IP,
Medlight S.A., Suica). Esta fibra possui uma extremidade esférica de 0.85 mm
de diametro capaz de coletar a intensidade da luz espalhada em tecidos
bioldégicos de forma pontual. A fibra foi acoplada a um espectrofotometro e a
aquisicao dos dados foi feita através de um computador. Para o tratamento dos
dados e confecgao do grafico foi utilizado o programa cientifico OriginPro

versao 7.5.

As regides de investigagao foram a superficie da pele, tecido subcutaneo
e tecido adiposo adjacente a mama. De modo que em um dos animais (animal
namero 1) a mama investigada localizava-se na regido toracica e no outro
animal (animal numero 2) na regido inguinal. Deste modo avaliou-se a

distribuicao e penetracao da luz no tecido alvo.
4.7 Estatistica

O teste estatistico utilizado foi o nao paramétrico de Kruskall-Wallis.
4.8 Registro dos Dados pela Informatica

A forma de escrita do texto da presente dissertacdo foi pelo Sistema
Operacional Microsoft Windows XP Professional. As imagens macroscopicas
foram registradas em Camera Digital Fujifime A 210, 3.2 Megapixel, Zoom total
6,2x com alcance focal de 5,5 mm a 16,5 mm. As microscépicas foram
digitalizadas com auxilio do programa de analise de imagens QWin v3,0 Leica

e uma camera digital Leica DFC acoplada a um microscoépio Leica DMLD.
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Figura 9. Delineamento Experimental

Figura 10. Photogem®, derivado de hematoporfina,
fotossensibilizador de origem russa.
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5. RESULTADOS

Dos 20 animais utilizados no experimento apés 6 semanas da
administragdo do DMBA, 20 (100%) desenvolveram tumor de mama. A indugéo
foi bem tolerada pelos animais visto que ndo houve 6bito ou interferéncia no
consumo de agua e racao, consequentemente o ganho de peso foi
proporcional ao desenvolvimento do animal durante a fase experimental (180g-
3409).

5.1. Sistema TNM Clinico e Diagnéstico Microscépico

O sistema TNM foi aplicado com sucesso nos tumores nas mamas das
ratas. O T variou de 0,5 a 5 cm. Os maiores valores foram encontrados nos
animais do grupo controle quando se compara com os animais dos demais
grupos. Os menores valores foram encontrados no grupo TFD quando se
compara com o0s animais dos demais grupos. Apesar da localizagédo desse
tumores ter sido variada houve um predominio para regiao cervicotoracica
correspondendo a 65,4% dos 20 animais independente do tempo do

aparecimento clinico da lesao Tabela 1.
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Tabela 1. Estadiamento clinico aplicado nas neoplasias mamarias de 20 ratas

Sprague-Dawley induzidas com DMBA e submetidas a terapia cirdrgica e TFD bem

como a localizagao anatdmica da neoplasia.

Grupo TMN Localizagéo

Controle

1 0,9cm abdomnal

2 0,7cm toracica

3 09cm toracica

4 13cm cervical

5 0,8cm cervical
mastectomia

1 1cm cervical

2 3,1cm toracica

3 2,5cm toracica

4 1,8cm abdominal

5 2,4cm toracica
TFD

1 1,2cm inguinal

2 0,4cm cervical

3 19cm inguinal

4 1,3cm cervical

5 0,7cm cervical
Mastectomia e
TFD

1 2cm toracica

2 3,2cm toracica

3 1,6cm inguinal

4 2cm toracica

5 3,5cm cervical

Todas as neoplasias malignas desenvolvidas nos grupo tratados com

DMBA foram diagnosticadas através do exame citolégico por capilaridade. Na

leitura dessas laminas foi possivel identificar os critérios de malignidade

descritos por Karim et al. (2008). Figura 11. Nos exames histopatologicos

realizados nos animais que desenvolveram tumor foi possivel diagnosticar e

classificar as neoplasias conforme preconizado por Russo et al. (2000) Figura

12.
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O carcinoma ductal solido e cribiforme foi a neoplasia predominante
seguido pelo carcinoma ductal papilifero, carcinoma papilifero, carcinoma

tubular e comedo independente do grupo Figuras 13 e 14.
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Figura 11. Amostra citologica. Observar os critérios de malignidade:
Anisocitose, anisocariose, cromatina frouxa, amoldamento %
, ranhura nuclear+, Papanicolaou, 40x

30%
45%

carcinoma

carcinoma ductal ductal

solido e cribiforme paplifero

(07
papilifero

Figura 12. Frequéncia de diagnodstico histopatolégico das 20 neoplasias
mamarias estudadas.
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Figura 13. Amostra citolégica: Carcinoma ductal, Papanicolaou,
20x

Figura 14. Carcinoma ductal HE 10x
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5.2 Teste do Cometa

Os animais do grupo 1 apresentaram lesdo no DNA pelo teste do
cometa de mediana 1,9 de Tail Intensity. O grupo 2, demonstrou mediana 5,4

de Tail Intensity.

O grupo 3 apresentou lesdao no DNA pelo teste do cometa de mediana
4,6 de Tail Intensity. Os animais do grupo 4 demonstrou mediana 1,7 de Tail
Intensity Figuras 15 e 16.
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Figura 15. Teste do Cometa: Sprague-Dawley induzida
pelo DMBA. Observar a pequena extensdo da cauda da
célula neoplasica, indicando pequena lesao.

Figura 16. Teste do Cometa: Sprague-Dawley induzida
pelo DMBA. Observar a grande extensao da cauda da
célula neoplasica, indicando grande lesao.
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5.3 Resposta ao Protocolo Terapéutico.

Foram realizadas 8 medidas dos tumores mamarios obtidos nos animais
do grupo 1 (controle) e do grupo 2 (submetidos a TFD) no decorrer de 6
semanas, utilizando-se um paquimetro. Para analise dos dados utilizou-se o

software Origin verséo 7.5.

Os animais do grupo 2 apresentaram média de estadiamento clinico de
1,1 cm. O grupo controle, demonstrou estadiamento clinico de 0,9 cm no inicio

do experimento.

Os animais do grupo tratado com TFD foram submetidos a uma unica
sessao da TFD. Apos a oitava medida, tiveram o estadiamento clinico menor

(2,2 cm) quando comparado ao grupo controle (3,5 cm) Figuras 17 e 18.

A Figura 19 mostra a média dos tamanhos dos tumores do grupo 1 e do
grupo 2. Os animais do grupo 1 apresentaram um crescimento médio do
didmetro tumoral de aproximadamente 0,4 cm/semana Ja no grupo 2 observou-
se um crescimento inferior a 0,15 cm/semana, o que sugere um significativo

retardo no crescimento tumoral.

Os animais do grupo 3 nao apresentaram recidiva ao final de 12
semanas apos indugao quimica quando se comparou com 0s animais do grupo
4 que apresentou 60% de taxa de recidiva apoés 12 semanas.da indugao
quimica Essa recidiva foi observada pelo estadiamento clinico e confirmada
pelo exame microscopico a partir da 11? semana apoés a indugao quimica,

sendo mais agressiva que o tumor primario. Figuras 20, 21 e 22.

Por vezes nao foi possivel verificar a arquitetura tecidual dos tumores
sobre efeito da TFD na histopatologia devido a extensas areas de necrose de
coagulagao, figura de apoptose, coagulagao vascular disseminada e infiltragao

das células neoplasicas para o tecido adiposo Figuras 23 e 24.
5.4 Consisténcia da Resposta a TFD

Quanto a intensidade da luz entregue no tecido, no caso do animal 1
observa-se uma reducédo de 60% desta no tecido adiposo adjacente a mama
quando comparado a superficie e de 40% quando comparado ao tecido
subcuténeo, nesse caso a mama escolhida para realizagdo da medida foi a

mama toracica, proximo a regidao axilar. No outro animal observa-se uma
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reducéo de 40% na intensidade da luz no tecido adiposo adjacente a mama
quando comparado a superficie e de 25% quando comparado ao tecido

subcutaneo, a medida foi realizada na mama inguinal direita Figura 25 e 26.
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Figura 17. Tumor de mama em rata Sprague-Dawley do
grupo 1.

Figura 18. Tumor de mama em rata Sprague-Dawley do
grupo 2.
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Figura 19. Desenvolvimento dos tumores mamarios em ratas
Srague-Dawley dos grupos 1 e 2.

Figura 20. Recidiva de tumor de mama em rata Sprague-Dawley
do grupo 3. H.E., 40x.
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Figura 21. Recidiva de tumor de mama em rata
Sprague-Dawley do grupo 3 apds mastectomia radical
unilateral.

Figura 22. Auséncia de recidiva de tumor de mama em
rata Sprague-Dawley do grupo 4.
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Figura 23. Tumor de mama em rata Sprague-Dawley do G2. Notar

coagulagdo intravascular disseminada (seta) necrose de
coagulagao (area circundada). HE 20x.

Figura 24. Tumor de mama em rata Sprague-Dawley induzido pelo
DMBA 50mg/kg e pos-tratamento com TFD. Notar as varias fases
da morte celular H.E., 40x.
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Figura 25. Intensidade de luz entregue a diferentes areas.

Figura 26. Tumor de mama em rata Sprague-Dawley do grupo 2.
Notar células viaveis do tumor (seta azul) adjacente ao tecido
adiposo (seta preta). H.E., 10x.
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5.5 Estatitica

N&o houve diferenca entre os grupos. Tabela 2.

Tabela 2- Mediana, referentes a variavel tail intensity

Grupo Mediana
1 1,9

2 54

3 4,6

4 1,7
H=2,84 P=0,42

Tabela 3 - Média e desvio-padréao referentes as variaveis segundo classificagao

MED TAIL INTENSITY

Classificagao Média **dp
*CA ductal solido e

cribiforme 4,5 29
CA ductal papilifero 3,3 2,4
CA papilifero 1,4 0,7
CA tubular 9,6 11,6
Comedo 15,8 0

*CA: carcinoma

**dp: desvio padrao

Por ter numero pequeno de repeticoes nas classes, ndo se detecta diferencas

estatisticas significativas. Tabela 3.
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6. DISCUSSAO
6.1. Linhagem de Rato Utilizada

A utilizagdo do rato (Rattus novergicus) em modelos de carcinogénese
para compreender o comportamento biolégico dos tumores em diferentes
orgaos, inclusive o de mama vem sendo estudado devido a sua rapida
reproducdo e facil manipulacdo em biotério. Além disso, ha semelhancas
anatbmicas e fisiolégicas com a mulher (RUSSO et al. 1990(A);
HEFFELFINGER, 2000). De fato, os animais utilizados nesse trabalho
permaneceram em biotério experimental por 12 semanas e ndo houve
nenhuma intercorréncia nesse periodo, pois 0s mesmos tiveram seu
desenvolvimento bioldgico normal, todos os animais permaneceram saudaveis

clinicamente, ndo havendo 6bitos durante o periodo experimental.

No que diz respeito as semelhangas com relagdo a anatomia e fisiologia
do modelo utilizado nesse estudo, ndo se tem na literatura especializada no
assunto dados relacionados diretamente na cadela. Porém, os trabalhos
cientificos sdo unanimes em afirmar que a cadela € um modelo de estudo de
cancer de mama para a mulher devido a sua fisiologia; optou-se por usar o
modelo de carcinogénese experimental na rata Sprague-Dawley com o objetivo
de comparar com a cadela e assim contribuir com a literatura tdo escassa no

assunto.
6.2 Carcinogenese Quimica de Média Duragao

Existem varias linhagens de Rattus novergicus, porém as mais utilizadas
sdo o Fisher-344, Wistar e Sprague-Dawley. Considerando a caracteristica
genética desses animais pode-se separa-los em nao isogénicos e isogénicos.
O primeiro é o ideal quando se quer comparar seus resultados com os de
outras espécies. Porém a grande dificuldade em se utilizar esse sistema é a
padronizagdo da dose do carcindgeno ideal para o desenvolvimento da
neoplasia (RUSSO et al., 1990(B); RUSSO e RUSSO 1996 (B); GEAR et al.,
2007). Realmente, a dificuldade encontrada nessa pesquisa foi estabelecer a
dose ideal para iniciar e promover o tumor de mama nas ratas Sprague-Dawley
nao isogénica visto que o carcindgeno utilizado para o desenvolvimento da

neoplasia, que foi o DMBA, é um carcinégeno quimico completo, o que
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dificultou ainda mais a padronizagcao da dose, portanto, nas condicbes desse
trabalho a dose unica de 50mg/kg, por gavagem, foi a ideal para que se tivesse
estabelecido todas as etapas da carcinogénese: iniciagdo, promogao,

progressao e manifestagao clinica da doenga durante o periodo experimental.
6.3 Efeitos do DMBA na Sexta Semana.

O DMBA é um agente genotoxico estimulador enzimatico do
figado, atuando como iniciador e promotor de neoplasias, dentre elas, a mama
(WHO, 1998; THOMPSON et al., 2000; BARROS, 2004; COCCA et al., 2005).
Esse carcinogeno nao influenciou o consumo de agua e ragao,
consequentemente nao interferiu no ganho de peso dos animais. Porém
induziu neoplasia mamaria em todos os animais a partir da sexta semana de
estudo. Essas neoplasias foram confirmadas primeiramente pelo exame
citolégico por capilaridade. Essa técnica é bastante difundida para o
diagnodstico do tumor de mama na mulher e na cadela. Porém, até o
delineamento desse trabalho ndo havia na literatura trabalho semelhante
aplicado na mama de rato. O que aconteceu posteriormente através do
trabalho de Tanto os resultados encontrados por essa técnica na mulher, na
cadela e na rata Sprague-Dawley foram semelhantes aos encontrados por esse
estudo (McKeE et al.,, 2001; HATAKA, 2003; Karim et al. 2008). De fato, a
capilaridade é confidvel para a averiguagao da neoplasia mamaria em modelos

experimentais.
6.4 Lesao no DNA

O DNA é uma molécula que esta exposta a diversos agentes, sejam
naturais ou artificiais que podem Ihe provocar danos. Esse dano pode induzir
mutacdes. Na década de 80 foi padronizado um teste microeletroforético para
avaliar a integridade estrutural do DNA, a técnica foi denominada teste do
cometa. Este vem sendo utilizado para monitorar populagdo de risco para
neoplasia e na avaliagdo de células apoptética (SINGH et al. 1988; MARTIN et
al. 1997). Esse método auxilia na avaliagdo do comportamento biolégico do
tumor, através do conhecimento do comportamento biolégico € que se
determina a conduta terapéutica, o monitoramento e o progndstico do paciente
com cancer. Em nosso grupo de pesquisa este teste ja foi utilizado para

avaliagao de grupo de risco para cancer de bexiga e comportamento biolégico
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do tumor. Porém esses trabalhos foram realizados em caes. Trabalhos esses
pioneiros na literatura (ALVES et al., 2004 AMARAL, 2005). Com teste do
cometa aplicado as células de tumor de mama nas ratas Sprague-Dawley foi
possivel observar as lesdes no DNA dessas células. Além disso, as lesdes
foram mais intensas nos tumores mais agressivos quando comparados com
método convencional da histopatologia. Na literatura especializada no assunto
nao existe estudos comprovando a participacdo direta da lesdo com
agressividade do tumor de mama no que diz respeito a experimentagédo. De
fato esse teste parece ter importdncia para auxiliar no entendimento do

comportamento bioldégico de neoplasias.
6.5 Terapia Fotodinamica

O sucesso do tratamento de neoplasias esta relacionado com varios
fatores entre eles o tempo de evolucdo, estadiamento clinico da doenca e

agressividade do tumor.

Na sexta semana apOs a indugdo quimica os animais do grupo 2
apresentaram média de estadiamento clinico de 1,1 cm e lesdo no DNA pelo
teste do cometa de mediana 5,4 de Tail Intensity. O grupo 1, demonstrou
estadiamento clinico de 0,9 cm e exibia mediana de 1,9 de Tail Intensity.
Portanto os tumores dos animais do grupo 2 mostraram um estadiamento

clinico maior e maior lesdo no DNA em relagao ao grupo 1.

Apds 8 semanas da indugdo quimica verificou-se que o grupo 2,
submetido a uma unica sessao de TFD apresentaram o estadiamento clinico
menor (2,2 cm) quando comparado ao grupo 1 (3,5 cm). Embora tenha havido

crescimento este foi de 200% no grupo 2 e de 388% no grupo 1.

Os animais do grupo 1 apresentaram um crescimento médio do tamanho
tumoral de aproximadamente 0,4 cm/semana Ja no grupo submetido a TFD
observou-se um crescimento inferior a 0,15 cm/semana, o que sugere um

significativo retardo no crescimento tumoral.

A principal acdo da TFD é a morte celular. Assim, a investigacéo da
fotorreacdo causada pela luz em um tecido fotossensibilizado depende,
fortemente, da adequada quantidade de luz que atinge o tecido alvo, da

concentragdo do FS nesse tecido e da formagédo do oxigénio singleto. Como
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demonstram varios estudos, a penetrabilidade da luz € um fator dominante em
qualquer tipo de estudo em TFD (MELO, 2000; FERREIRA, 2003;FERREIRA,
2004).

A TFD apresentou boa eficiéncia no tratamento dos tumores mamarios
porém é possivel que durante a iluminagdo possam ter ocorrido fatores que
possam ter limitado a quantidade de luz que atingiu a regido tumoral, pois a
mama apresenta tecido adiposo adjacente, o qual espalha preferencialmente a

luz atenuando a intensidade efetiva na regido tumoral.

Para dar consisténcia a esse dado foram feitas medidas
comparando a intensidade de luz entregue na superficie, no tecido subcuténeo
e no tecido adiposo adjacente a mama de ratas Sprague-Dawley e confirmou-
se que houve redugdo da intensidade da luz que chega ao tecido adiposo.
Desta forma, ha apenas iluminagao parcial do tumor com redugdo do seu
desenvolvimento, mas nao sua eliminag¢do. Tal diminuigdo pode ser atribuida a

diferenca entre as propriedades opticas dos diferentes tecidos.

Devido ao espalhamento da luz e a acdo sistémica do
fotossensibilizador utilizado, pode ter ocorrido um dano maior no tecido sadio
quando comparado ao tumoral. Desta forma, a redug¢ao da taxa de crescimento
tumoral ocorreu devido, principalmente ao dano no tecido adjacente e nao

diretamente ao tecido tumoral.

Neste caso, o efeito fotodindmico € indireto e as células tumorais
preferencialmente destruidas foram aquelas com maior taxa metabdlica e
consequentemente com maior taxa multiplicativa. Desta forma, o crescimento
tumoral ocorreu através da proliferagdo das células de menor taxa
multiplicativa, crescendo de forma mais lenta. Isto explicaria a queda de

crescimento tumoral do grupo tratado.

Os animais do grupo 3 apresentavam estadiamento clinico de 2,2 cm.

O grupo 3 demonstrou estadiamento clinico de 1,8 cm.

Os animais do grupo 3 (tratado com a mastectomia associada a Terapia
Fotodindmica) ndo apresentaram recidivas até o final de 12 semanas quando
foram comparados com os animais do grupo 4 (submetido somente a cirurgia)

o qual apresentou 60% de taxa de recidiva apoés 11 semanas. No entanto, o
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grupo 3 apresentou a mediana do fail intensity maior (4,6) do que o grupo
submetido somente a cirurgia (1,7). Essa recidiva foi observada pelo

estadiamento clinico e confirmada pelo exame microscopico.

Hillegersberg et al. (1995) implantaram células de carcinoma
mamario no tecido subcutaneo de ratos. Apds o seu desenvolvimento, realizou-
se ressecgao cirurgica e imediatamente, no local da remogao, irradiou-se o
tumor utilizando comprimentos de onda entre 320-450 nm, 0,1W/cm? e 60
Jicm? apds sensibilizagdo com Photofrin ou acido 5-aminolevulinico (ALA).
Apds o tratamento a reducdo do tumor foi significativa, tanto no local do
implante como para aqueles que desenvolveram metastase para linfonodos
regionais. Os autores concluiram que cirurgia associada a TFD € um método
seguro e eficiente de destruicdo do tumor residual, prevenindo recorréncia local
do tumor. Embora ndo tenham utilizado a mesma metodologia, o trabalho
citado € um dos mais préximos deste estudo, e por isso € relevante considera-

lo ao discutir os resultados obtidos.

Apos 12 semanas da inducdo quimica os animais foram
eutanasiados e as neoplasias remanescentes coletadas para exame
histopatolégico. As neoplasias foram classificadas como preconizado por de
Russo et al. (2000), encontrando 45% de carcinoma ductal sélido e cribiforme,
30% de carcinoma ductal papilifero, 10% de carcinoma papilifero 10%

carcinoma tubular e 5% de comedo.

Porém nao foi possivel verificar a arquitetura tecidual das lesdes apos
efeito da TFD devido as extensas areas de necrose de coagulagao, figura de
apoptose, coagulagado intravascular disseminada e infiltracdo das células
neoplasicas para o tecido adiposo. Achados esses de acordo com CASAS et
al. (1999) e COLLOMBO et al. (2005).

O mecanismo de agdo da TFD é a indugdo da morte celular através da
formagdo de espécies reativas do oxigénio (EROs), dentre elas o radical
hidroxila, o anion superoéxido e principalmente, o oxigénio singleto, causando
um estresse oxidativo via oxidagao de lipideos e proteinas de membranas e
organelas e consequentemente, induzindo a hipoxia celular. Desta forma o
resultado tecidual & agressao € a indugdo da morte celular por necrose de

coagulagao e/ou apoptose. A morte celular apoptética ocorre de modo regulado
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e dependente de energia, resultando em quebra do DNA nuclear, condensagao
celular e fagocitose, ao contrario da morte celular necrética, que néo requer
ATP, em que pode haver aumento de volume celular e até extravasamento de
material citosdlico (KERR et a., 1972). A morte tumoral ocorre pelo processo
fotodindmico com o fotossensibilizador associado as mitocdndrias (BERNS et
al., 1982) e também ao reticulo endoplasmatico (RICCHELLI et al., 1999), a
membrana plasmatica (MORENO E SALET, 1985) e aos lisossomos (LEUNG
et al.,, 2002, ALl e OLIVO, 2002), sendo que todas essas organelas podem ser

afetadas pela acao fotodinamica.

Portanto, os resultados encontrados nesse trabalho podem inferir que

houve acdo da TFD sobre o tecido neoplasico.

Trabalhos na literatura estudam a acdo da TFD sobre as células
tumorais mamarias empregando diferentes fotossensibilizadores, parametros

de iluminacéo e associado-a com outras terapias, como por exemplo:

Saleh et al. (2001) utilizaram a TFD associada com um inibidor da
cisteina proteinase (CPI). Para a realizagdo da TFD foi administrado por via
intraperitoneal 20 mg/kg de HpD nos ratos da linhagem Wistar com carcinoma
mamario transplantado, 24 horas depois as lesbes foram iluminadas com
lampada halégena com comprimento de onda de 630 +/- 20 nm, a dose total
utilizada foi de 200J/cm?. A CPI foi administrada por via subcutanea nas doses
de 50mg e 200mg por animal. Em alguns animais houve regressao total do
tumor, isso ocorreu com mais frequéncia no grupo que foi submetido a TFD e
CPI na dose de 200mg. Os autores concluiram que a combinagdo da TFD e

CPI pode uma promissora terapia antineoplasica.

Casas et al. (1999) mostraram que o acido 5- aminolevulinico (ALA)
administrado tanto topicamente como intratumotral em carcinoma mamario
implantado em ratos sintetiza quantidade significativa de porfirina e
consequentemente causa fotossensibilidade. O acumulo da porfirina foi maior
quando o ALA foi administrado intratumoral. A irradiagao foi 6tima entre 2 a 3h
depois da aplicagao tépica de 50 mg de pomada de ALA 20% e 2 a 4h depois
da administragdo intratumoral de 30 mg ALA/cm®. A aplicacdo da TFD foi feita
1,2 ou 3 vezes nesse estudo. A resposta a sucessivas aplicagdes foi constante

para o mesmo tumor, indicando que n&o houve resisténcia. Analise
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microscopica mostrou focos de necrose e hemorragia, células em apoptose e
auséncia de células da resposta imune, semelhante ao observado no presente

estudo.

O conjunto dos resultados indica que o modelo da carcinogénese
quimica foi efetivo, pois todos os animais desenvolveram neoplasia de mama.
Com isso foi possivel empregar o protocolo terapéutico bem como analisar as
lesbes microscopicas além de avaliar a agressividade do tumor através do
teste do cometa. Mesmo com um numero pequeno de animais a metodologia
foi eficaz, o que ndo exclui a necessidade de avaliar um numero maior de

animais bem como a realizacao de protocolos diferentes da TFD.
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7. CONCLUSAO
Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

- O exame citologico por capilaridade no modelo experimental pode ser

utilizado como método diagnéstico de neoplasia mamaria.

- O teste do cometa pode ser realizado no modelo experimental de tumor

de mama para quantificar lesdo no DNA das células neoplasicas.

-Nao foi possivel correlacionar a resposta a TFD, microscopia e teste do
cometa devida a necessidade de amostragem mais significativa dos diversos

estadiamentos clinicos.

- A TFD pode ser usada no modelo experimental de tumor de mama
como terapia unica ou adjuvante a cirurgia para redugao da evolugédo do tumor

e evitar recidivas respectivamente.

- O tecido adiposo adjacente ao tumor de mama interfere na intensidade

da luz emitida pelo LED, que chega ao tecido neoplasico.
8. PERSPECTIVAS

As conclusdes desse trabalho sdo promissoras, porém notou-se a
necessidade de amostragem mais significativa dos diversos estadiamentos
clinicos para melhorar a associagao desse critério com os demais avaliados
como a resposta a TFD, a microscopia e o teste do cometa. Assim como a
necessidade de aumentar o periodo de observagao dos animais, bem como o

numero de sessdes da TFD.

Também se mostrou importante a realizacdo da taxa de crescimento

tumoral através de marcadores de proliferacédo celular e apoptose.
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ABSTRACT

The present study evaluated photodynamic therapy (PDT) using
hematoporphyrin derivative (Photogem®) as photosensitizer and Light Emitting
Diodes (LEDs) as the light source in mammary tumors induced by DMBA to
Sprague-Dawley (SD) rats. After 24 hours of photosensitizer administration, the
lesions were illuminated with LEDs, at a dose of 300 J/em® for 30 minutes. The
mammary tumors in animals obtained from group 1 (control) and group 2 (submitted
to PDT) were measured over 8 weeks using a caliper. Data analysis used Origin
software, version 7.5. To study the distribution of light in vivo, 2 Sprague-Dawley
(SD) rats without mammary tumors were used. As a light source, a device based on
red LEDs was used, and the parameters of irradiation were the same used for the
treatment of tumors. At the beginning of the experiment, Group 2 animals had an
average of clinical staging of 1.1 cm. The control group showed clinical staging of 0.9
cm. Therefore, the tumors of Group 2 animals showed an increased clinical staging

when compared to the control group. The animals of the treated group underwent a
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single session of PDT and, after 8 weeks, lower clinical staging (2.2 cm) was
observed for this group compared to the control group (3.5 cm). Animals in group 1
had an average growth of the tumor diameter of approximately 0.4 cm / week.
Comparatively, the PDT group observed a growth of less than 0.15 cm / week, which
suggests a significant delay in tumor growth. To flesh out that since measures were
made by comparing the intensity of light delivered to the surface in the subcutaneous
tissue and adipose tissue adjacent to mammary gland of SD rats and actually
decreased the intensity of light that reaches the adipose tissue. Thus, there is only
partial irradiation of the tumors, with a reduction in their development but not their
elimination. Results thus show that PDT used in the experimental model of mammary

tumor as a single therapy was effective in reducing tumor development.



1. INTRODUCTION

Mammary tumor is the most common cancer in women worldwide (1). From
the epidemiological profile, apparently, the mammary tumor is the result of
interaction of genetic factors, reproductive behavior, hormonal factors, diet, exposure
to radiation and chemicals'. Despite of advances in diagnosis, in Brazil this tumor is
diagnosed in advanced stage of the disease, when treatment is less effective. The
conventional protocols for the treatment of cancer are surgery, chemotherapy and
radiotherapy, used alone or associated. Except by surgery, the mechanism of action of
those therapies on cells is destruction, which is not selective. As destruction is
observed both for neoplastic and normal cells, therapies side effects are undesirable.
In addition to new therapeutic options have been studied for the treatment of tumors,
including mammary tumors.

There are some common steps in the development of breast cancer among
species: woman, dog and rat™’. However, there are limitations in understanding these
steps. When ethically used, experimental models are a valuable alternative to
investigate these common points. Mammary tumors induced by administration of the
chemical carcinogen 7,12 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) — DMBA is a
polycyclic hydrocarbon that requires metabolic activation® — to young virgin rats is
one of the most used experimental systems.

Sprague Dawley (SD) rats are among the most sensitive to carcinogen-induced
mammary cancers™. An early study identifying the mammary window of
susceptibility showed that the peri-pubescent period of about 45-50 days of age was
consistently found to be the time of optimal sensitivity for initiation with the model
DMBA®’. This is a well-known model for the production of tumors that are

morphologically heterogeneous and hormone-dependent.



Photodynamic Therapy (PDT) is a considerable promising technique as
treatment modality for the clinical management of a variety of cancers. The clinical
treatment regimen consists in the induction the cytotoxicity of proliferative cells
through interaction of a photosensitizing agent (PS), light of proper wavelength and

10,11
molecular oxygen

. Ideally, PS accumulates mainly in neoplastic cells and is
activated in the presence of light. This activation transfers the photosensitizing agent
molecules to excited state molecules.'' One of the manners by which excited
molecules return to the ground state is by transferring the absorbed energy directly to
cellular oxygen, generating highly reactive singlet oxygen, which is responsible for

cell death — known as type II reaction'"'

. Both vascular and direct cell damages
contribute to the destruction of the tumor'>'*'>. Alternatively, excited molecules can
transfer energy to intermediate molecules, which then react with oxygen to produce
free radicals — type I reaction. In addition, the role of an inflammatory process and of
the immune system has been studied with regards to PDT.'* !

Considering the possibilities for PDT in clinics for mammary tumors, this

study aimed to obtain information about the efficacy of PDT on DMBA-induced

mammary tumor in Sprague-Dawley rats.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Animals

The groups were formed by 10 young virgin Sprague-Dawley female rats. The
animals were bred in vivarium of the Medicine School of UNESP — Botucatu. The
animals were maintained in accordance to the guidelines of the committee on care and
use of laboratory animals of the National Research Council (CNPq) and the

commission for Ethic in Research of the School of Veterinary Medicine and Animal



Science — UNESP-Botucatu (Protocol:85/2006), under ideal conditions of
temperature, humidity, and light, and they were fed with appropriate rat food in

pellets and filtered water.

2.2. Photosensitizer

Photogem® (Photogem, Moscow, Russia), a hematoporphyrin derivative
complex, was used as photosensitizer. A stock solution of the photosensitizer (PS) of
5 mg mL™" in 20 mM phosphate buffered solution with 0.9% NaCl, pH 7.4 (PBS) was

stored in the dark at 4°C.

2.3. Light Source

The region of the electromagnetic spectrum emission for the PDT light source
was chosen taking into account the absorption bands of the PS and the penetration of
light in biological tissues.

For PDT application, a light-emitting diode (LED) device composed of an
array of red LEDs was used. This device was developed at the Sdo Carlos Physics
Institute of the University of Sdo Paulo (IFSC-USP), with emitting wavelength at 635

nm, total emitting power of 1 W and fluence rate of 185 mW/cm?.

2.4. Experimental design

Mammary tumors were induced by a single dose of 50 mg/kg of DMBA
diluted in soy oil given by gavage (Figure 1). All animals (between 180g and 230g;
average weight 205 g) received the chemical carcinogen at the age of 50 days. After
induction, the animals underwent daily feasibility inspection, and weekly physical

examination, until the tumor development.



When neoplasia was identified by clinical TNM and cytological exam, the
animals were divided into two groups (G1 and G2) and studied for 50 days. Group G1
was clinically monitored only. Group G2 underwent photodynamic therapy using
Photogem® as photosensitizer (4 mg/kg, IV).

Tumors were irradiated 24 hours after PS application. Irradiation was
performed using the LED device, with fluence rate 185 mW/cm?, fluence 300 J/cm?,
and treatment time 30 minutes. The mammary tumors obtained for the group 1
(control) and group 2 (PDT) animals were measured over 8 weeks using a caliper.

To study the distribution of light in vivo, two Sprague-Dawley rats without
mammary tumors were used. As a light source, the LED device described in section
2.3 was used, with the same irradiation parameters used for the treatment of tumors.

The light intensity both on the surface as inside the tissue were collected with
the help of an isotropic optical fiber (IP, Medlight SA, Switzerland). This fiber has a
spherical tip of 0.85 mm in diameter, allowing the collection of scattered light in
biological tissues. The fiber was coupled to a spectrophotometer and the acquisition of
data was performed by a computer. Data processing was performed using the software
OriginPro, version 7.5.

The investigation sites were skin surface, subcutaneous tissue and fat tissue
adjacent to breast. So that in an animal (animal number 1) investigated the breast is
located in the chest and the other animal (animal number 2) the breast is located in the
inguinal region. Thus, we can assess the distribution and penetration of light in the
target tissue.

At the end of the experiment, the animals were killed and then submitted to
complete necropsy to verify metastases by clinical TNM. The lesions were analyzed

by the routine HE method.



3. RESULTS AND DISCUSSION

Single and multiple doses of DMBA have been used to induce mammary
carcinogenesis in rats>. Using a 50 mg/kg dose made possible to develop of mammary
tumor in 10 (100%) animals used in the experiment after 6 weeks of administration of
DMBA. There was no interference in water consumption and diet, and the gain of
weight was normal. Diagnoses were confirmed by cytological exam.

At the beginning of the experiment the animals in Group 2 had an average of
clinical staging of 1.1 cm. For control group, average clinical staging was 0.9 cm.
Hence, previous to the treatment, Group 2 animals showed a higher clinical staging
when compared to the control group.

The animals of the treated group were subjected to a single session of PDT.
After 8 weeks, the average clinical staging was lower (2.2 cm) compared to the
control group (3.5 cm) (Figure 1).

Animals in group 1 had an average growth of the tumor diameter of
approximately 0.4 cm/week, while PDT group observed a growth of less than 0.15
cm/week, which suggests a significant delay in tumor growth.

The main action of PDT is the cell death. Thus, the investigation of
photoreaction caused by light in a photosensitized tissue depends mainly on the
appropriate amount of light that reaches the target tissue, the concentration of PS in
tissue and the formation of singlet oxygen. As many studies have shown, light
penetration is a dominant factor on PDT dosimetry studies'®.

Photodynamic therapy was effective in the treatment of the mammary tumors.
However, it is possible that, during irradiation, light reaching the tumor tissue might

have been limited due to the adipose tissue adjacent to the mammary glands. Since fat



usually is a highly scatters light, decreasing the effective amount of light delivered to
the region to be treated.

It should be emphasized that since measurements were made by comparing
the light intensity that is delivered to the surface in the subcutaneous tissue and
adipose tissue adjacent to mammary gland of Sprague-Dawley rats and actually
decreased the intensity of light that reaches the adipose tissue (Figure 2). Thus, there
is only partial lighting of the tumor with a reduction in their development, but not
their elimination.

Due to the light scattering and the action of the systemic photosensitizer that
was used, a greater damage in healthy tissue seems to be dealt when compared to the
tumor. Thus, the reduction in the tumor growth rate was probably due mainly to the
damage promoted at the adjacent tissue, and not directly to the tumor tissue.

In this case, the photodynamic effect was indirect, and the destroyed tumor
cells were mostly those with higher metabolic rate and, hence, with higher
multiplicative rates. Thus, tumor growth occurred through the proliferation of cells
with lower multiplicative rate, resulting in a much slower growth. That explains the
decrease in tumor growth rate for the treated group.

At the end of 12 weeks the animals were killed and the remaining tumors
were collected for histological examination. Tumors were classified by the Russo et
al. (1990)*. Tumors were found to be 45% of solid and cribriform ductal carcinoma,
30% of papillary ductal carcinoma, 10% papillary carcinoma, 10% tubular carcinoma,
and 5% of comedo.

However, it was not possible to verify the tumor tissue architecture after PDT

due to extensive necrosis of the coagulation and hemorrhagic areas, to apoptosis, and



to infiltration of neoplastic cells in adipose tissue (Figure 3). These findings agree
with Casas ef al. (1999)'” and Collombo et al. (2005)'® results.

The mechanism of action of PDT is to induce cell death through the formation
of reactive oxygen species, among them the hydroxyl radical, the superoxide anion
and foremost the singlet oxygen. These species cause an oxidative stress for oxidation
of lipids and proteins of membranes and organelles and, consequently, induce cellular
hypoxia. Thus, the result of tissue injury is the induction of cell death by necrosis of
coagulation and/or apoptosis. The apoptotic cell death is energy-regulated and energy-
dependent, resulting in rupture of nuclear DNA, condensation, and cellular
phagocytosis, in contrast to necrotic cell death, which does not require ATP and
where there may be an increase in cell volume and even leakage of citosolic
material .

4. CONCLUSION

In this study, photodynamic therapy was used in the experimental model of
mammary tumor as a single therapy. Based on the obtained results, the complete
elimination of the lesions for the procedures and irradiation conditions used was not
observed. However, results showed that it was effective in reducing the development
of the tumor. Therefore, PDT could be used as an alternative treatment in the control
of mammary tumor growth. It could also be used, in principle, as a parallel treatment
for the complete elimination of the lesion, even though other studies should be carried

on to verify its response together with other techniques for mammary tumors.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1 - Clinical staging the group PDT compared to the control

Figure 2 Intensity of light delivered to different areas.

Figure 3 - Mammary tumor after PDT: extensive necrosis of coagulation (surrounded

area) and hemorrhage areas (arrow), HE 20x.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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