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RESUMO

Objetivo: Testar um modelo experimental de indugdo de carcinogénese em ratas Sprague-Da-
wley. Métodos: Foram estudadas 30 ratas fmeas virgens Sprague-Dawley, induzidas ao carci-
nogénese mamdrio. Com 50 dias de vida, foi injetado 7,12-dimetilbenz(a)antrace no ventre por
gavage. Com 12 semanas, as glindulas mamdrias foram examinadas, assim como os tecidos
cerebrais, pulmonares, ossos do fémur e figado. Resultados: Doze semanas apés a injegio de
DMBA, 85% das ratas apresentaram pelo menos um tumor mamdrio visivel. Conclusdao: O
modelo experimental de carcinoma mamdrio induzido por DMBA mostrou-se efetivo e de f4cil
reproducio.

ABSTRACT

Objective: To test an experimental model of chemical mammary carcinogenesis induction in Sprague-
Dawley rars. Methods: Thirty virgin Sprague-Dawley female rats, aged 50 days, received 20 mg of
712-dimethylbenz(@)anthracene (DMBA) intragastrically by gavage. At 12 week their mammary
glands were examined. Brain, liver, bone and lung tissue were also analyzed. Results: Twelve weeks
after DMBA injection, 85% rats presented at least one breast tumor. Conclusin: This experimental
animal model of chemical mammary induced carcinogenesis is feasible and can be used in further
experiments on the role of tumorigenic biomodulator substances.

Introducao

O cancer de mama apresenta grandes e significativos indices de mortalidade entre as mulheres,
sendo que, no Brasil, é o mais incidente entre a populagdo feminina e é responsédvel por 49.240
novos casos, com o risco estimado de 49 casos para cada 100 mil mulheres'.

Considerando a alta prevaléncia e 0 aumento da incidéncia do cAncer de mama, fazem-se cada
vez mais necessdrias pesquisas para o desenvolvimento de novas técnicas e de novas drogas para
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aumentar a sobrevida das pacientes. Entretanto as pesquisas em
cardter inicial ou que ainda ndo sejam seguras para testes em hu-
manos devem ser testadas em modelos experimentais da doenca.

Modelos experimentais de indugdo quimica de carcinogé-
nese mamdria em ratas ji foram testados no Brasil por Barros
et al.”. Com 47 dias de vida, 20 ratas Sprague-Dawley, jovens
e virgens, receberam por gavagem intragdstrica 20 mg de
7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA). Oito semanas depois
dainjegio de DMBA, 16 ratas apresentavam tumor nas mamas
(80%). Com 13 semanas, todas desenvolveram carcinomas de
mama (100%), que foram confirmados por andlise histopato-
l6gica, evidenciando que esse modelo experimental de indugao
quimica de carcinogénese mamdria ¢ factivel.

Roomi et al® utilizaram o N-methyl-N-nitrosourea (MNU)
para desenvolver cAncer de mama em 20 ratas Sprague-Dawley
com 50 dias. Seis semanas apds a administragio, os tumores
j4 eram palpdveis em 100% das ratas, com caracteristicas de
adenocarcinoma. Entretanto, Esendagli et al.* sugerem a coexis-
téncia de diferentes tipos de neoformagao tumoral além do car-
cinoma com o uso de MNU, o que acaba interferindo nos pro-
cedimentos e nos resultados de experimentos com esse modelo.

Ratas Sprague-Dawley sdo escolhidas devido a semelhanca
entre a estrutura histolégica do tumor da sua glindula mamdria
com a humana. Indugio de carcinoma mamdrio em ratas féme-
as ¢ um dos modelos animais mais frequentes na investigagio
de carcinogénese da mama e tratamentos para cAncer de mama®.

Sprague-Dawley ¢ Wistar-Furth ratas fémeas sio os ani-
mais com maior suscetibilidade & indugio quimica da carcino-
génese mamdria®.

Prejean et al” observaram, em estudo com 181 ratas fé-
meas Sprague-Dawlcy, que a ocorréncia espontanea de cancer
de mama foi de 30% em um acompanhamento de 540 dias.
Entre os 179 machos, o aparecimento foi de 1%. Dos tumores
encontrados nas 54 fémeas, 43 eram fibroadenoma, 2 adenoma
lobular e 13 adenocarcinomas lobulares.

O desenvolvimento espontineo de tumores mamdrios,
além de apresentar maior incidéncia entre 600 e 700 dias de
vida, aparece em niimero mais significativo depois da metade
da idade reprodutiva, entre 450 ¢ 540 dias de vida®.

Dessa forma, nao sio vidveis estudos a partir da ocorréncia
espontinea de tumores, sendo, entao, de fundamental impor-
tAncia o desenvolvimento de modelos experimentais de carci-
noma mamdrio para observagoes e intervencoes cientificas.

Métodos

Animais
Foram estudadas 30 ratas fémeas virgens Sprague-Dawley
criadas no Biotério do Centro Universitdrio das Faculdades

Associadas de Ensino (UNIFAE) induzidas ao carcinogénese
mamdria. Com 50 dias de vida, foi injetado DMBA no ventre.

As ratas foram alimentadas com rago (Purina® para roedores)
e dgua ad libitum em ciclo fotoperiédico de 12 horas claro ¢ 12
horas escuro, a 22 + 2 °C.

Inducao do tumor

O carcinoma mamdrio foi induzido por meio de uma tdnica
dose de 20 mg de DMBA diluida em 6leo de soja (1 mL) dada

intragastricamente por gavage”.

Cirurgia

As ratas foram anestesiadas com xilazina (5 a 13 mg/kg), que-
tamina (40 a 87 mg/kg) e atropina e, em seguida, houve a re-
tirada dos 8 pares de mamas das ratas apds o crescimento por
90 dias do carcinoma mamdrio. Foi feita antibioticoterapia du-
rante a cirurgia (pentabidtico e terramicina). Apds esses proce-
dimentos, as ratas foram sacrificadas e foi realizada a necropsia
de seus 6rgdos. A morte das ratas ocorreu na presenga de um
médico veterindrio.

Apés as ressecedes cirtrgicas, o material foi encaminhado
para a anilise de peso ¢ volume do tumor, além da caracte-
ristica celular. Foi avaliada também a presenca de metdstases
microscépicas ¢ macroscdpicas. Foram retiradas as visceras em
bloco, além dos dois ossos fémures e do tecido cerebral. O peso
das ratas foi acompanhado semanalmente pelos pesquisadores.

Patologia mamaria

Foram realizados cortes a partir dos blocos de parafina conten-
do as amostras de mama. Inicialmente, foi realizada a despa-
rafinizacdo dos blocos de parafina com bloqueio da peroxidase
enddgena e recuperagio antigénica. Posteriormente, foi pinga-
do o anticorpo primdrio especifico e levado para incubagio em
cimara umida. Depois de retiradas, as lAminas da cAmara imi-
da foram colocadas na geladeira overnight. Ao serem retiradas
da geladeira, as laminas foram lavadas e receberam o sistema
Envision Peroxidase; depois, foram contracoradas com hemato-
xilina de Mayer, lavadas, desidratadas e montadas.

Todas as laminas foram interpretadas por dois médicos pa-
tologistas com {ndice 1,0 de concordéncia.

Aspectos éticos

Este projeto teve aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
para Seres Humanos e Animais da UNIFAE.

Resultados

Foram acompanhadas as massas das ratas semanalmente, sen-
do a média total de 268 g (+ 33). Os tumores tornaram-se vi-
siveis a partir da quarta semana apés a indugdo. Quatro ratas
morreram antes das 12 semanas e nao puderam ser avaliadas.
Dessa maneira, a amostra ficou reduzida a 26 ratas, sendo que
em quatro ratas (15%) nao foram visualizados tumores.
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Doze semanas apés a indugao, 85% das ratas apresentaram
desenvolvimento de cincer de mama (Figura 1).

Figura 1. Ratas com indugéo do carcinoma mamario.

Histologicamente, todos os tumores foram carcinoma ma-
mdrio misto, com componentes tubulares, lobulares e papi-
liferos (Figuras 2 e 3), sendo 27% bem diferenciados e 73%
moderadamente diferenciados. Nio foi observada presenca de
metdstases A distincia em nenhum dos érgaos estudados.

L g r

Figura 2. Fotomicrografia ilustrativa de carcinoma mamario de rata com padrao
papilifero (hematoxilina-eosina, 40X).

-

Figura 3. Fotomicrografia ilustrativa de carcinoma mamario de rata com padréo
tubular (hematoxilina-eosina, 100X).
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Discussao

A proposta deste estudo foi testar um modelo experimental de
indugio quimica de carcinogénese de mama para que futuros
estudos possam ser realizados a partir de intervengoes externas.

A idade da rata é um fator importante a ser observado, uma
vez que a eficdcia da indugdo parece ser fortemente idade-de-
pendente. O tempo de indugio utilizado nesse estudo foi de
50 dias. O estdgio do desenvolvimento da glindula mamdria
influencia a suscetibilidade de desenvolvimento da carcinogé-
nese, havendo maior sensibilidade na puberdade’.

O tipo histolégico encontrado foi carcinoma mamdrio mis-
to, com componentes tubulares, lobulares e papiliferos, sem
metdstase & distAncia. Observa-se uma significativa prolifera-
¢do de células epiteliais e mioepiteliais, 0 que justifica a agres-
sividade local do tumor, mas sem que a membrana basal seja
ultrapassada. Esse achado de auséncia de metdstase neste mo-
delo experimental concorda com Barros et al.?, que também
nio observou disseminacio tumoral.

Estudos em fases iniciais e com proposta de intervengio sdo te-
merosos em humanos, devido ao risco de aumento de incidéncia de
recidiva local ou de metdstase a distAncia. O desenvolvimento de
estudos que reproduzam com resultados satisfatérios modelos ex-
perimentais de carcinoma mamdrio contribui muito para o desen-
volvimento de técnicas de reabilitagio, uma vez que torna possivel
a intervengio de recursos teoricamente danosos ao seres humanos.

Ratas Sprague-Dawley, que sdo geneticamente imunodefi-
cientes, sao de fAcil acesso no pais, de ficeis reproducio e cria-
¢do em laboratério e de custo vidvel. Além disso, apresentam
taxas de carcinomas mamdrios espontneas maiores que as
outras ragas ¢ o desenvolvimento do tumor induzido pode ser
observado macroscopicamente em poucas semanas.

Consideracoes finais

O modelo proposto alcancou 85% de sucesso com 12 semanas
de acompanhamento, mostrando-se efetivo como modelo ex-
perimental de carcinoma mamdrio.

Financiamento

Estudo financiado pelo Programa de Auxilio & Pesquisa Cienti-
fica (PAPEC) do Centro Universitario da UNIFAE — Sio Jodo
da Boa Vista (SP), Brasil.
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