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Resumo

Avalia-se que o adenocarcinoma de célon seja uma causa
de morte prematura e uma questao de saude publica por
ser o terceiro tipo de cancer mais comum em homem e o
segundo mais frequente em mulheres no Brasil. O adeno-
carcinoma de célon se origina na luz do intestino grosso
e pode apresentar quadros clinicos trataveis. Os mode-
los experimentais se tornam uma fonte para os estudos
de novas técnicas que visam a prevengao e ao tratamen-
to. Os ratos se apresentam como uma forma de estudo e
desenvolvimento do adenocarcinoma de coélon induzido
por 1,2-dimetilhidrazina (DMH). Dessa forma, o presente
trabalho tem como objetivo induzir o adenocarcinoma de
célon em Rattus norvegicus Wistar por meio da DMH. Os
animais foram submetidos a aplicagdes semanais de DMH
por via subcutanea. Apos 90, 170 e 353 dias, os animais
foram eutanasiados e verificou-se que houve a formagao
de polipos adenomatosos, um adenocarcinoma e a mani-
festagao de metastase em tecidos proximos. Demonstrou-
-se que o modelo pode ser aplicado para outros estudos,
visando as alteragdes moleculares, mas também para es-
tudos com tumores estabelecidos e para o monitoramento
de casos de metastase.
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Abstract

Colon adenocarcinoma is estimated to be a cause of
premature death and a public health issue as it is the third
most common type of cancer in men and the second most
frequent type in women in Brazil. Colon adenocarcinoma
originates in the lumen of the large intestine and
can present treatable clinical conditions. Therefore,
experimental models become a source for new techniques’
studies which aim is the prevention and treatment. The
rats are presented as a way of studying and developing
colon adenocarcinoma induced by 1,2-dimethylhydrazine
(DMH). Thus, the present study aims to induce colon
adenocarcinoma in Rattus norvegicus Wistar through
DMH. The animals were submitted to weekly applications
of DMH subcutaneously. After 90, 170 and 353 days, the
animals were euthanized and it was found that there was
formation of adenomatous polyps, an adenocarcinoma
and the manifestation of metastasis in nearby tissues. It
has been shown that the model can be applied for studies
aiming at molecular alterations, but also to studies with
established tumors and to monitor cases of metastasis.
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1  INTRODUGAO

Os tumores podem ser definidos como um grupo de células que se proliferam de forma descontrolada
e desordenada. Esse comportamento se deve a mutagdes no genoma celular que surgem de forma aleatoria,
induzida ou facilitada e adquirem potencial carcinogénico (PITOT, 1993; VAN ENGELAND et al., 2011; SABBAGA,
2013). Esses eventos ocorrem de diferentes formas nas células tumorais, sendo a autossuficiéncia relacionada
a fatores de crescimento, insensibilidade a fatores inibitérios, evasao a apoptose, angiogénese, alto potencial
de replicagao, invasao tecidual, e metastatizagao (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

O cancer se configura como um problema de saude publica e se faz presente em casos de morte pre-
matura. No Brasil, estima-se uma ocorréncia de 625 mil novos casos, no periodo compreendido entre os anos
2020 e 2022. Ao se observar somente uma parcela dos casos mundiais, o cancer de célon e reto € o terceiro em
numeros de incidéncia na populagao mundial, afetando mais de 1,8 milhdo de pessoas (BRAY et al., 2018). No
Brasil, avalia-se 20.520 novos surgimentos de adenocarcinomas de célon, em homens, e 20.470, em mulheres,
sendo o terceiro mais comum, em homens, e o segundo, em mulheres (INCA, 2019).

0 adenocarcinoma de célon se origina a partir de polipos que crescem em diregao a luz do intestino. O
tumor de colorretal é um tipo de cancer que apresenta quadros clinicos trataveis e, na maioria dos casos, o
resultado é a cura (INCA, 2019). Contudo, o rastreamento e a identificagao prematura dessas estruturas sao
fundamentais para um tratamento eficaz e assertivo (BRASIL, 2003; RYAN, 2015).

Dessa forma os modelos de carcinogénese experimental em animais se mostram como uma impor-
tante fonte de dados, tanto para diagnoésticos mais precisos quanto para a aplicagao de novas opgdes de
tratamento (ALVES et al., 2004; BELOV; ZHOU; CHRISTOPHERSON, 2010; LIMA et al., 2010), visto que, para o
desenvolvimento de novas terapias, por exemplo, precisa-se entender e observar como ocorre o0 mecanismo
de tumorigénese in vivo, uma vez que o conhecimento se baseia principalmente em analises in vitro, como
células neoplasicas colhidas de amostras provenientes de intervengoes cirirgicas (CONMY; NASHEUER, 2010).

Paraidentificar possiveis alvos terapéuticos do cancer, os processos envolvidos na tumorigénese devem
ser entendidos em todos os niveis, o que requer o desenvolvimento de sistemas-modelo que imitem com
precisao o desenvolvimento do tumor. O uso de animais como modelos experimentais para indugao quimica
de cancer permite obter informacgoes sobre as caracteristicas do desenvolvimento e a modulagédo da doencga
(MA et al., 1996). O cancer de célon intestinal pode ser induzido em modelos experimentais, utilizando-se
1,2-dimetilhidrazina (DMH), um carcinégeno de acao indireta que possui um alto grau de especificidade para
o cdlon de variadas espécies de roedores (NEWELL; HEDDLE, 2004).

A DMH é ativada no figado, metabolizada a metilazoximetanol, conjugado com o acido B-glicurénico e
transportado até o célon. No intestino, por meio da B-glicuronidase, o azoximetano é liberado e configurado
como um composto cancerigeno ativo (LAMONT; O'GORMAN, 1978). Devido a instabilidade da substancia,
ocorre a sua decomposi¢ao em formaldeido, 4gua, nitrogénio e metildiazénio com um ion carbénico reativo
(WEISBURGER, 1971; NAGASAWA; SHIROTA; MATSUMOTO, 1978). Assim, a agao da DMH se da pela formagao
de compostos que induzem a metilagao do DNA de células epiteliais do célon (HAWKS et al., 1974).

O presente trabalho teve como objetivo induzir a formagao de tumores no célon de ratos, Rattus nor-
vegicus Wistar, utilizando 1,2-dimetilhidrazina.
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2 METODOLOGIA

Foram utilizados 12 ratos machos da espécie Rattus norvegicus Wistar, com cerca de quatro meses
de idade, adquiridos e mantidos no Biotério do Centro Universitario de Volta Redonda - UniFOA. O trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA, sob o numero 035/18.

Os animais foram separados em dois grupos, com seis animais, dispostos em quatro gaiolas plasticas
com maravalha. Semanalmente, recebiam até 900 g de ragao comercial, agua ad libitum e eram mantidos em
periodos regulares de claro e escuro diariamente. Os grupos foram caracterizados como Grupo Azul, deter-
minado como forma de controle, e Grupo Verde, estabelecido para a indugéo tumoral (Figura 1).

A indugao da formagao tumoral ocorreu por meio de injeges (Figura 2) semanais subcutaneas de
1,2-dimetilhidrazina a 40mg/kg em solucao de NaCl 0,9%, durante quatro semanas. Os animais do Grupo Azul
receberam aplicagoes de solugao de NaCl 0,9% estéril, durante o mesmo periodo como forma de placebo.

Figura 1 - Disposigao dos grupos de animais.

Fonte: Autores.
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Figura 2 - Aplicagao subcutanea de solugao de 1,2-dimetilhidrazina.

Fonte: Autores.

Passados 90, 170 e 353 dias, dois animais de cada grupo foram submetidos a processo de anestesia
profunda, utilizando-se xilazina 100 mg/Kg, quetamina 100 mg/Kg, em associagao com lidocaina 10 mg/mlL,
o que possibilitou a eutanasia (BRAZ et al., 2003; CFMV, 2013; CONCEA, 2013).

Apos a eutanasia, os animais foram necropsiados (Figura 3) para obtencéo dos intestinos, que foram
coletados por meio de uma incisao xifo-pubiana, com abertura completa do abdémen e remogao de todo o
intestino grosso (CARDOSO, 2002). Durante o procedimento, os 6rgaos abdominais foram observados para
se investigar possiveis casos de metastases para outros tecidos.
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Figura 3 - Necropsia e observagao dos 6rgaos abdominais.

Fonte: Autores.

Os fragmentos intestinais foram lavados com solucdo de NaCl 0,9% para remocao de residuos fecais e
selegao de regides com formagao tumoral. Os fragmentos foram armazenados em frascos contendo formal-
deido 10%, para posterior analise macroscopica das formagoes tumorais (JUSTIL; ARROYO; VALENCIA, 2010).

3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do Grupo Verde, que foram submetidos a tumorigenese induzida, desenvolveram forma-
¢Oes tumorais, passiveis de observagcao macroscopica, 90 dias apos as aplicagoes de 1,2-dimetilhidrazina.
Os animais do Grupo Azul foram empregados como grupo-controle para se verificar possiveis alteracées na
saulde que nao estivessem relacionadas com a indugao dos tumores.

Para que ocorra o desenvolvimento do tumor, se faz necessario uma massiva proliferacao celular de
forma descontrolada, nesse caso, induzida pela exposi¢cdo a DMH, a qual também provoca uma reacao infla-
matoria no célon (KRUTOVSKIKH; TUROSQV, 1994 apud LIMEIRAS, 2016; TOMATIS, 1993; LIU et al., 2018). Com
amultiplicagao descontrolada, o tumor atinge estagio progressivo, sendo apenas uma questao de tempo para
que as alteragdes microscopicas se tornem macroscopicas, possibilitando a facil visualizagao e identificagcao
do tumor (PITOT, 1993; JUCA et al., 2014).

Dos seis animais que constituiam o Grupo Verde, foi observado que apenas trés desenvolveram for-
magoes macroscopicas (Figura 4). Quanto aos outros trés animais, ndo foram possiveis as observagdes
macroscopicas dos tumores, pois correspondiam a dois animais eutanasiados até 90 dias apds a exposi¢ao
a DMH e a um animal que morreu naturalmente no decorrer do experimento.
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Figura 4 - Fragmentos intestinais com formagao tumoral. (A) Tumor de 0,8 cm, 170 dias apds
exposi¢ao a DMH. (B) Tumor com 1 cm, 170 dias apds exposi¢dao a DMH. (C) Tumor com 3
cm, 353 dias ap6s exposigao a DMH. (D) Face externa do intestino observado em C.

Fonte: Autores.

Os tumores que progrediram até 170 dias apds exposigao se apresentavam como polipos adeno-
matosos, fixos em um ponto da parede interna do célon, com forma bem definida, e com apenas 0,2 cm de
diferenga no comprimento, um com 0,8 cm e o outro com 1 cm. Ja o tumor que se desenvolveu até 353 dias
apos a exposigao a DMH, apresentava forma indefinida de um adenocarcinoma de células escamosas, nao
apresentando delimitagdes, e com cerca de 3 cm de comprimento. O mesmo ainda apresentava formagao de
poélipos na face externa do intestino.

Em menos de 90 dias de exposigao a DMH, as alteragdes no tecido permanecem microscépicas, com
modificagOes nas criptas de Lieberkiihn. A proliferagao se mantém continua e, em torno de 130 dias, os
tumores ja podem apresentar um volume suficiente para obstruir o reto, com o desenvolvimento de pdli-
pos. Com cerca de 200 dias, os animais, além de apresentarem os polipos, desenvolvem a formagao de um
adenocarcinoma em uma mucosa desarranjada (THURNHERR et al., 1973; CHANG 1986; LARANGEIRA et al.,
1998; PERSE; CERAR, 2005).

A DMH se mostra como um composto cancerigeno altamente seletivo para neoplasias intestinais, com
formacao de neoplasias no intestino delgado e célon de ratos (DRUCKREY et al., 1967 apud LIMEIRAS, 2016).
Contudo, com a existéncia de um tumor invasivo, ha possibilidade de ocorréncia de metastase e disseminagao
das células cancerosas por tecidos proximos ou distantes (INCA, 2011). Metastases podem ser definidas como
implantes tumorais descontinuos do tumor primario, considerados malignos, visto que tumores benignos nao
desencadeiam metastase (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004).
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A investigagao por metastase nos 6rgaos da cavidade abdominal revelou o desenvolvimento de trés
formagodes tumorais no mesentério do rato eutanasiado até 353 dias apds a exposigao a DMH e, em nenhuma
outra area abdominal além das formagoes tipicas por indugdo da DMH (Figura 5).

Figura 5 - Exposicao do mesentério. Setas indicando as formacgoes tumorais.

Fonte: Autores.

4 CONCLUSAO

Nota-se que a utilizagao da DMH para indugao de tumores é relevante nao somente para ensaios
relacionados a alteragdes moleculares, como o metabolismo de compostos cancerigenos que induzem mo-
dificacGes genéticas, mas também para estudos relacionados a tumores agressivos, nos quais a evolugao
do tumor se torne indispensavel, como para analises de metastase.

Como demonstrado, a 1,2-dimetilhidrazina é um potente e seletivo indutor de adenocarcinoma de c6-
lon. Nos ratos, o composto se torna eficiente na producao de modelos experimentais por induzir alteragdes

morfolégicas, lesdes na mucosa intestinal, semelhantes as que ocorrem em humanos.

Dessa forma, torna-se fundamental para o estudo de novas técnicas de tratamento, prevengao e andlise
molecular acerca do desenvolvimento e funcionamento do adenocarcinoma de célon.
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