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Resumo: O cancer de mama ainda persiste como a neoplasia maligna que
mais mata mulheres em todo o0 mundo. Diversos modelos carcinogénicos em
ratas sao utilizados para que essa doenca possa ser mais estudada. Sendo
assim, este trabalho tem como objetivo, através da inducdo do 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA), investigar as lesées secundarias decorrentes do
tratamento com este modelo carcinogénico. Como método experimental, 10
ratas de 40 dias de idade foram utilizadas. Foram divididas igualmente em
grupo controle e grupo tratado com o DMBA e, ap6s desenvolvimento tumoral,
foram submetidos a eutanasia e coleta de 6rgdos. Como resultados, obteve-se
uma média de 4 tumores por animal no grupo DMBA, enquanto no grupo
controle n&do houve qualquer desenvolvimento tumoral. Foi possivel observar
alteragcbes macroscédpicas nas ratas do grupo DMBA, como aumento de
tamanho do bago e formacédo de célculos renais em uma das ratas.
Microscopicamente, na bexiga de uma das ratas do grupo DMBA, foi
observado o desenvolvimento de neoplasia. Em uma rata, foi possivel também

observar lesbdes benignas na pele em anexo com um dos tumores mamarios.
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Concluiu-se entao por estes resultados que o tratamento agudo de DMBA teve
80% de sucesso no desenvolvimento de neoplasias mamarias e que as lesdes
secundarias, como neoplasia na bexiga e alteragées no bago, tiveram baixo
indice de relevancia.

Palavras Chaves: DMBA; LesGes Secundarias; Sprague-Dawley.

Abstract: Breast cancer still persists as the malignancy that most kill woman all
over the world. Several carcinogenic models in female rats are used so that this
disease can be more studied. Thus, this paper aims to, by the 7, 12-
dimethylbenz (a) nthracene inducing, investigate the secondary lesions arising
from the treatment with this carcinogenic model. As an experimental method, 10
rats, 40 days old, were used. They were equally divided into control group and
DMBA treated group and, after tumor development, were euthanized and organ
harvesting. As results, we obtained and average of 4 tumors per animal in the
DMBA group, while in the control group there were no tumor development. It
was observed macroscopic changes in the DMBA group, such as increased
spleen size and formation of kidney stones in one of the rats. Microscopically, in
the bladder of one of the rats of DMBA group, it was noted the development of a
neoplasia. In one rat, it was also observed benign skin lesions attached to one
of the breast tumors. It is then concluded, by these results, that the acute
treatment of DMBA had 80% success in the development of mammary tumors
and that secondary injuries, such as cancer in the bladder and changes in the
spleen, had low relevancy score.

Key Words: DMB; Secundary Lesions; Sprague-Dawley.

Introdugao

O cancer de mama é uma neoplasia maligna de grande incidéncia e
principal causadora de mortes entre as mulheres de todo o mundo (1). Embora
seu tratamento seja relativamente de bom progndstico, a sobrevida em paises
como o Brasil varia de 50% a 60% dos casos, sendo considerada baixa em
relacédo a paises desenvolvidos, onde a sobrevida ultrapassa 80% (1). Para seu
controle, visando a prevencao e o tratamento, existem estudos que, através de

modelos animais, investigam tal doenga (2).
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Apesar de existirem algumas espécies animais que podem desenvolver
o cancer de mama, os mais comumente utilizados sdo os ratos. Através da
indugdo quimica de substéncias carcinogénicas nesses animais, sdo iniciados
os estudos de diversas neoplasias (3).

De modo geral, os modelos de carcinogénese quimica mais utilizados in
vivo sao o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e o metilnitrosurea (MNU) (2,3),
sendo que o DMBA necessita de biotransformacao no figado e o MNU néo
necessita de biotransformacgéo (4). Esses modelos, para que se tenha maior
inducdo de tumores, sdo administrados em animais jovens, quando ha maior
proliferacéo celular (4).

O DMBA, carcinégeno eleito para este estudo, é rapidamente absorvido
no intestino, biotransformado no figado e acumulado no tecido adiposo (3,4).
Sendo a mama grande parte composta por este tecido, é caracteristica do
DMBA ter preferéncia por este local. O DMBA foi escolhido também tendo
como base sua alta eficiéncia de desenvolver os tumores e sua especificidade
por neoplasmas mamarios (4), em especifico os subtipos carcinomas ductais,
tumores filoides e carcinomas papeliferos, sendo ou nao invasivos (5), como foi
discutido em diversos outros estudos de modelos carcinogénicos por DMBA
(2,4,5).

O modelo de DMBA além de ser utilizado para estudos no cancer de
mama, este composto também é usado para o desenvolvimento de tumores em
outros 6rgaos, como pulmao, pele e estémago (4,6). Ainda n&o ha na literatura
estudos analisando les6es secundarias pelo uso de DMBA. Estas lesbes
secundarias podem surgir através da prépria acdo do DMBA ou por
consequéncia das neoplasias desenvolvidas. Observar lesdes secundarias
pode auxiliar nas avaliagbes e validagdes de modelos experimentais in vivo e
aumentar as informagdes sobre as possiveis agbes toxicas do composto
quimico em diversos sistemas e 6rgaos. Este estudo tem como objetivo avaliar
possiveis lesdes secundarias neoplasicas ou nao neoplasicas decorrentes do
tratamento agudo com o composto quimico DMBA em ratas virgens Sprague-

Dawley.
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Metodologia
Animais e tratamento

Ratas fémeas virgens Sprague-Dawley provenientes do Centro
Multidisciplinar de Investigagéo Bioldgica (CEMIB-UNICAMP), pesando entre
150-180g, foram adaptadas durante uma semana ao Biotério do Departamento
de Farmacologia - Unicamp e submetidos aos tratamentos no periodo de 40 a
45 dias de vida. As ratas foram mantidas em gaiolas plasticas (cinco
animais/gaiola), alimentadas com rac&o para roedores (Nuvital®) e agua “ad
libthium”, sob temperatura de 22+2C em foto periodo de 12 horas
(claro/escuro).

As ratas foram tratadas com 7,12-dimetilbenzantraceno (Grupo DMBA),
na dose 100mg/kg de peso vivo diluida em 1 ml de 6leo de soja e administrada
intragastricamente por gavagem (n=5) ou tratadas com o veiculo (grupo
controle) nas mesmas condi¢des (n=5/grupo) (Comité de ética: 2335-1 CEUA-
IB) (2,5). Ap6s o desenvolvimento macroscopico das neoplasias mamarias com
volume de 1 cm de largura, comprimento e profundidade os animais foram

analisados clinicamente durante 15 dias consecutivos (5).

Eutanasia e Coleta de materiais

No final do protocolo as ratas foram anestesiadas com isoflurano e
eutanasiadas por aprofundamento anestésico e deslocamento cervical. Foram
avaliados macroscopicamente (peso, textura, cor, entre outras comorbidades):
mama, rim, bexiga, coracdo, pulmao, bago e figado. Os tecidos analisados
foram processados para avaliagdo histologica.Os tecidos foram fixados com
formalina tamponada por 24h e passaram por processamento histoldgico
automatizado (desidratacéo e clarificacdo) até a inclusdo em parafina. Laminas
de 5 ym foram confeccionadas em |aminas para proceder com a coloragao pela
técnica classica de hematoxilina-eosina (HE). Os tecidos foram analisados com
o auxilio de microscépio de luz Leic DM 5000 B e as imagens capturadas
usando camera CCD LEICA CTR 5000.
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Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como médiatdesvio padrdo da média. Os
resultados dos pesos dos 6rgdos dos grupos experimentais foram analisados
através do método test t pareado utilizando o software GradphPadPrism 5.0
para Windows (programa especifico para analise bioestatistico e formulagéo de
graficos de testes biologicos). Optou-se pelo test t pareado pela diferenca
pequena dos dados coletados entre os dois grupos experimentais, aumentando

a eficiéncia do teste estatistico.

Resultados
Analise Macroscopica

Apbs eutanasia das ratas de ambos os grupos, controle (sem inducao de
DMBA) e por indugdo de DMBA, seus o6rgaos foram analisados
macroscopicamente. Nao foi observada qualquer lesdo neoplasica mamaria no
grupo controle, enquanto no grupo o DMBA 80% dos animais desenvolveram

uma média de quatro tumores/rata (figura 1).

Ndmero de Tumores
Mamarios
» e

0 T
o DMBA

Figura 1. Média de tumores mamarios desenvolvidos no final do protocolo

experimental por animal. Barra representa médiatdesvio padréo.

Na avaliagdo macroscopica de outros tecidos, a tabela 1 demonstra a

média de peso dos dois grupos experimentais. Nao houve alteracdes da textura
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e cor dos oOrgaos, porém foi observado no grupo DMBA esplenomegalia

significante (n=5) e altera¢des no sistema urinario (n=1).

Tabela 1. Peso médio dos 6rgédos dos grupos experimentais controle e

DMBA. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle (teste t pareado).

Grupo Controle Grupo DMBA

Coracao 1,189+0.10 1,039+0.11
Rim Direito 1,269+0.07 1,149+0.04
Rim Esquerdo 1,249+0.07 1,1790.10
Pulmao Direito 0,949+0.28 0,98g+0.12
Pulmao Esquerdo 0,87g+0.32 0,68g+0.22
Baco 0,82g+0.11 1,23g+0.40*
Figado 9,48g+2.62 10,91g+1.58

As alteragdes do trato urinario foram observadas em apenas um animal
do grupo DMBA. Mais de 30 calculos renais foram encontrados nos dois rins
(calculo bilateral), ureter e bexiga. Os calculos mediam por volta de 2 a 5
milimetros de comprimento (figura 2 A e B). Os rins apresentavam-se
alteragbes macroscépicas de tamanho, sendo o esquerdo com caracteristicas
de atrofia e hipoplasia e o direito com aumento de volume (hidronefrose)
(Figura 2 B e C). A bexiga portava de alteragbes na sua forma sugestivo a
les&o neoplasica (Figura 2 D). Neste animal com as alteragdes no trato urinario

ndo foi desenvolvido lesbes mamarias.
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TR L g

Figura 2. Analise macroscopica do animal do grupo DMBA que teve lesbes do
trato urinario. A- Calculos renais coletados no trato urinario, B- Calculos
presentes nos rins, C- Rim esquerdo com hipoplasia (e) e rim direito com

hidronefrose (d) e D- Bexiga com altera¢des (Seta= indicacao da bexiga).

Analises Microscopicas

Para a analise microscopica foi utilizado o método classico de coloragéo
por hematoxilina e eosina. Através da técnica de microscopia de luz foram
analisados cortes histolégicos de diversos tecidos. Em nenhum dos casos foi
observada metastase macro ou microscopica, ou outro tipo de comorbidade. As
mamas que ndo desenvolveram lesdes macroscopicas também foram

avaliadas, porém todas tiveram auséncia de lesdes benignas e malignas.
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Ja no animal do grupo DMBA com les6es no sistema urinario, foram
frequentes as alteragbes microscépicas (figuras 3 e 4). No rim esquerdo
apresentou-se uma diminuicdo do numero de células, diminuicdo do tamanho
glomerular, inflamacgé&o crénica e necrose tubular (figura 3 C e D). No rim direito
foi observada dilatagbes dos tubulos, presenca de substancias dentro dos
tubulos, necrose tubular, inflamagdo crénica e presenga de tecido fibroso,
indicando processos de cicatrizagéo (figura 3 E e F). Ja na bexiga (figura 4),
foram identificadas lesdao neoplasica papilar, hiperplasias (figura 4 B), areas
com presenga de epitélio queratinizado (figura 4 C) e inflamagdes na
submucosa e no tecido muscular (figura 4 D). O indice de mitose na area

epitelial foi baixo (Figura 5).

P e
Figura 3. Analise microscépica do rim de animais controle (A e B), e animais

DMBA, com hipoplasia (C e D) e hidronefrose (E e F). g= Glomérulo, t=tubulos
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renais, n=necrose tubular, c=area de cicatrizagéo, setas: inflamacdo crénica.
Coloragéo HE escala= 200x (20 ym) e 400x (10 pm).

Figura 4. Analise microscopico da bexiga de animais controle (A) e do grupo

DMBA (B, C e D). e= epitélio, s=submucosa, m=musculo liso, p= proje¢cbes de
papilas, *= queratina, seta= inflamacado crénica. Coloragcdo HE escala= 200x
(20 pm) e 400x (10 pm).
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Figura 5. Analise microscopico da bexiga de rata tratada por DMBA. Seta=

mitose. Coloragao HE escala= 1000x (5 ym).

Em um dos animais do grupo do DMBA desenvolveu-se uma lesdo de
caracteristica benigna na pele, em anexo com uns dos tumores mamarios
(figura 6). O tumor encontrado mantém caracteristicas de estruturas anexas da
pele (glandulas), de carater benigno e né&o invasivo, sugerindo epitelioma
sebaceo com diferenciacdo em ductos. A lesdo se concentrava em volta do

tumor mamario desenvolvido.

1

Figura 6. Analise microscépica da lesdo benigna de pele em anexo a mama.

Setas: sebdcitos.Coloragdo HE, escala= 400x (10 um) e 200x (20 pm).
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Discussao

Cancer mamario representa a neoplasia mais incidente no sexo
feminino, além de ser responsavel pelo maior numero de mortes por neoplasias
(2). As novas condutas terapéuticas, diagnéstico e de entendimento da
fisiopatologia do cancer mamario podem ser validadas em experimentacao
animal e testes pré-clinicos (2,3,7). Cancer mamario se desenvolve de maneira
espontdnea em diversas espécies animais como cachorros, ratos e
camundongos (2, 8, 9). A maior incidéncia de estudos de in vivo de neoplasias
mamarias é utilizando modelos em ratos (2, 8). Varios destes modelos se
assemelham com cancer mamario em mulheres, tornando-se ferramentas
essenciais para estudos de iniciagdo, promog¢ao e progressado da doenca (2, 3,
8).

Espécies de ratos como Sprague-Dawley e Wistar-Furth s&o
susceptiveis ao desenvolvimento do cancer mamario principalmente por
agentes quimicos carcinogénicos como DMBA e NMU (2, 7, 10). Estes
modelos obtém um maior sucesso quando 0s animais sao expostos aos
agentes carcinogénicos no inicio da maturacdo sexual (2).0 tempo de
exposicdo, dieta, alteragdes endocrinolégicas também podem influenciar no
desenvolvimento da neoplasia mamaria (3,8). DMBA é um agente altamente
lipofilico sendo que seu metabdlito é altamente carcinogénico, causando lesées
nas moléculas de DNA (2). Dentre os tecidos que alteram quimicamente o
DMBA formando o metabdlito estdo o figado e a glandula mamaria (2). Uma
das hipéteses de acdo téxica do metabdlito do DMBA é que este aumenta a
producédo de espécies reativas de oxigénio resultando na peroxidacéo lipidica,
dano ao DNA e deplecao do sistema antioxidante (11).

Em nossos experimentos, o desenvolvimento do cancer mamario em
ratas virgens levou aproximadamente 45 dias com 80% de sucesso. Ha
diversos trabalhos relatando e estudando os subtipos histolégicos e as
classificagbes dos tumores mamarios desenvolvidos por este modelo (3, 5, 8).
Este modelo de carcinogénese €& considerado misto, podendo desenvolver
diversos subtipos tumorais em uma unica amostra (3, 5). O modelo é
caracterizado por n&o ter a presenca de metastase em outros tecidos (3, 8).

Nestes estudos nao foram observados outras comorbidades causadas pelo
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DMBA no animal. Em modelos de ratas SD utilizando MNU foram observadas
neoplasias em outros sitios como adenoacantomas (12).

Sabe-se que o DMBA também ¢ utilizado como indutor de
carcinogénese para modelos de cancer de pele, de pancreas e ovario (13, 14,
15, 16). Essas neoplasias s&o induzidas através de uma dose, frequéncia de
exposicdo e via de administracdo diferente da utilizada neste trabalho. Em
nossos experimentos, um animal desenvolveu neoplasia de pele e outra
neoplasia de bexiga. O tratamento com o DMBA pode ter uma influéncia direta
nessa formacgao, desenvolvimento e promogé&o dessas lesdes. Ratas Sprague-
Dawley naturalmente ja sdo susceptiveis a desenvolverem diversos tumores
como de pele (de células basais), adenoma da hipéfise anterior, adenomas de
tireoide, nefroblastomas do rim e sarcomas do baco (17, 18). Outros trabalhos
mostram a probabilidade do desenvolvimento de tumores de adenomas e
carcinomas renais em machos e fémeas SD (19).Ndo ha na literatura estudos
demonstrando o desenvolvimento de tumores de bexiga ou tumores de pele
afetando anexos glandulares de maneira espontidneas em fémeas SD,
evidenciando uma possivel lesdo secundaria pelo uso do DMBA. Zwickeret al.
(20), Sommer et al. (21) e Kezaki et al. (22) em seus estudos sobre tumores de
pele conclui a incidéncia de neoplasias como ceratoacantoma, carcinoma de
células escamosas, neoplasia de células basais, melanoma e tricoepitelioma.

Além do tumor de bexiga desenvolvido em um animal, foram
encontrados diversos calculos renais espalhados pelo trato urinario € um rim
hipoplasico e outro com hidronefrose. Ratas fémeas SD tem um alto risco de
desenvolver problemas renais, por isso sdo amplamente utilizados para
modelos de patologias renais, como de célculos renais (23, 24). Alguns
trabalhos demonstram que a exposigcdo ao DMBA pode causar nefrotoxicidade
(11), mas nenhum trabalho relata a incidéncia de atrofias, hipoplasias ou a
formagéo de célculos renais. Essas alteragbes observadas nos rins e a
presenca de calculos podem indicar uma alteragcdo espontanea no animal,
independente do tratamento do DMBA. Mais interessante &€ que este animal
nao desenvolveu lesbes macro ou microscopicas na mama. Nao houve
alteragcbes macro ou microscopicas no trato urinario nos outros animais

tratados do grupo DMBA ou controle.

16



Revista Intellectus N°37 Vol 1 2017

No bago também foram observados alteragbes como aumento do pesoe
do volume do tecido. A média do peso deste 6rgédo teve um aumento
significante no grupo DMBA quando comparado com grupo controle, sugerindo
esplenomegalia. Uma das causas da esplenomegalia pode ser por causa de
quadros de metastases principalmente no melanoma e no cancer mamario
(25). Bago é um tecido altamente vascularizado sendo um potencial sitio para a
formacdo de metastases (25). Pela analise histopatolégica nido foram
encontradas células de metastases ou outras malignidades, sugerindo que
esplenomegalia possa ter um fator relacionado a imunidade do animal e o

desenvolvimento do tumor mamario.

Consideragoées finais

Modelos experimentais in vivo s&o necessarios para o estudo de
doengas, como o cancer mamario, uma doenga com alto indice de o6bito no
Brasil e no mundo.

Pelos resultados, conclui-se que o tratamento agudo por gavagem na
dose unica de 100 mg/Kg resultou em um sucesso de 80% no desenvolvimento
de neoplasia mamaria. A lesdo secundaria mais observada nos animais foi no
baco (esplenomegalia), possivelmente pela consequéncia do desenvolvimento
do tumor mamario. Em um animal que nio desenvolveu tumor mamario
observou-se lesbes no trato urinario suscitando a necessidades de novos
estudos que viabilizem a checagem de possiveis efeitos nefrotdxicos por
DMBA. As lesbes secundarias neoplasicas tiveram um baixo indice com o

desenvolvimento de lesdes cancerosas na bexiga e na pele.
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