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RESUMO
Objetivo: Estabelecer um padrão de crescimento tumoral (volume) 
em ratos Wistar submetidos ao modelo C6 de glioblastoma 
multiforme por meio de imagens de ressonância magnética para 
posterior verificação de redução de volume tumoral com a terapia 
de magnetohipertermia. Métodos: Para o modelo C6, utilizamos 
ratos Wistar, machos, jovens, pesando entre 250 e 300 g. Após 
anestesiados (cetamina 55 mg/kg e xilazina 11 mg/kg) foram 
injetadas estereotaxicamente células tumorigênicas linhagem C6 
suspensas em meio de cultura (105 células em 10 µL) no córtex frontal 
direito (coordenadas a partir do bregma: anteroposterior = 2,0 mm; 
látero-lateral = 3,0 mm; profundidade = 2,5 mm) com uma seringa 
Hamilton. No Grupo Controle, houve a injeção do meio de cultura sem 
as células. Posteriormente, foram feitas imagens mediante a técnica 
de imagem por ressonância magnética em 14, 21 e 28 dias após 
a injeção em um escâner de imagem por ressonância magnética 
2.0 T (Bruker BioSpec, Germany). Para o exame, os animais foram 
anestesiados com cetamina 55 mg/kg e xilazina 11 mg/kg. Multifatias 
coronais foram adquiridas utilizando uma sequência spin-echo padrão 
com os seguintes parâmetros: TR/TE = 4,000 ms/67,1 ms, FOV = 3,50,  
Matrix 192, slice thickness = 0,4 mm e slice separation = 0 mm. 
Resultados: A análise das imagens de ressonância magnética do 
tumor possibilitou a clara visualização da massa tumoral, sendo 
possível ainda estabelecer parâmetros de volume tumoral nos 
diferentes dias analisados. O volume de 14 dias após a indução do foi 

de 13,7 ± 2,5 mm3. Aos 21 dias, o volume alcançado foi de 31,7 ± 
6,5 mm3 e, aos 28 dias, a massa tumoral atingiu 122,1 ± 11,8 mm3. 
Conclusão: Estes resultados mostraram a possiblidade de avaliação 
do volume tumoral no modelo C6 em ratos, o que possibilitará, no 
futuro, a aplicação da terapia de magnetohipertermia bem como 
verificação de seus resultados.

Descritores: Imagem por ressonância magnética; Glioblastoma/terapia; 
Neoplasias encefálicas; Ratos Wistar

Abstract
Objective: The objective was to establish a pattern of tumor growth 
of the C6 model of glioblastoma multiform in Wistar rats via magnetic 
resonance imaging (MRI) for the subsequent verification of tumor 
volume reduction due to magnetic hyperthermia therapy. Methods: 
Young male Wistar rats weighing between 250 and 300 g were 
used for the C6 model. After the rates were anesthetized (55 mg/
kg ketamine and 11 mg/kg xylazine), C6 lineage tumorigenic cells 
suspended in culture medium (105 cells in 10 µl) were stereotaxically 
injected into the right frontal cortex (bregma coordinates: 2.0 mm 
anteroposterior, 3.0 mm laterolateral, and 2.5 mm depth) of the rats 
using a Hamilton syringe. For the control group, the rats were injected 
with culture medium without cells. MRI scans were performed at 14, 
21, and 28 d after the injection using a 2.0 T MRI scanner (Bruker 
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BioSpec, Germany). The animals were anesthetized with 55 mg/kg 
ketamine and 11 mg/kg xylazine before being examined. Coronal 
multilayers were acquired using a standard spin echo sequence with 
the following parameters: repetition/echo time = 4.000 ms/67.1 ms, 
field of view = 3.50, matrix = 192, slice thickness = 0.4 mm, and 
slice separation = 0 mm. Results: The MRI analysis enabled a clear 
visualization of the tumor mass, and it was possible to establish the 
tumor volume parameters on the various days that were examined. 
The volume at 14 d after induction was 13.7 ± 2.5 mm3. On days 
21 and 28, the tumor volumes were 31.7 ± 6.5 mm3 and 122.1 
± 11.8 mm3, respectively. Conclusion: These results demonstrated 
that it is possible to evaluate the C6 model tumor volume in rats, 
which will allow for the future implementation and verification of 
magnetic hyperthermia therapy.

Keywords: Magnetic resonance imaging; Glioblastoma/therapy; Brain 
neoplasms; Rats, Wistar 

INTRODUÇÃO
Gliomas são tumores neuroepiteliais que se originam 
das células da glia, correspondentes a 31% dos tumo-
res primários e a 80% dos tumores malignos do sistema 
nervoso central (SNC). Os astrocitomas correspondem 
a 76% de todos os gliomas, e o glioblastoma representa 
53,7% dos casos(1). O glioblastoma multiforme (GBM) 
é o mais frequente e maligno dos astrocitomas e, apesar 
de inúmeros avanços no diagnóstico e tratamento desses 
tumores, seu prognóstico permanece ainda bastante li-
mitado, pois pacientes apresentam sobrevida inferior a 1 
ano(2,3). Desse modo, é de extrema relevância a procura 
de novas abordagens terapêuticas, que promovam uma 
melhor qualidade de vida ao portador de câncer cerebral. 

Nesse sentido, diversas terapias têm sido propostas 
para os gliomas, como estratégias quimio e/ou radiote-
rápicas(4). Nas últimas décadas, associadas a essas tera-
pias, tem-se utilizado a termoterapia, que consiste no 
aumento da temperatura tumoral (43 a 47ºC), com o 
intuito de destruir as células tumorais(5-9). Estudos re-
centes têm demonstrado que a hipertermia pode ser 
induzida de maneira localizada por meio da aplicação 
de nanopartículas magnéticas que aquecem a região 
tumoral frente à aplicação de um campo magnético 
alternado. Essa terapia, chamada magnetohipertermia 
(MHT), tem demonstrado bons resultados em estudos 
pré-clínicos(10) ou mesmo clínicos(11).

No entanto, a busca de novas terapias requer o uso 
de modelos animais capazes de mimetizar o que aconte-
ce em humanos. Atualmente, diversos modelos animais 
têm sido propostos, sendo que a maior parte deles uti-
liza ratos e camundongos(12,13) como animais de experi-
mentação.

Nas últimas décadas, um modelo em ratos da linha-
gem Wistar, denominado C6, tem sido amplamente uti-

lizado, mostrando boa aplicabilidade(14-19). Esse modelo 
foi desenvolvido por Benda et al.(20), que verificou que, 
após múltiplas injeções de N-methylnitrosourea (MNU) 
durante aproximadamente 8 meses eram capazes de 
desenvolver tumor cerebral em ratos Wistar. As célu-
las tumorigênicas foram cultivadas e, a partir do sexto 
clone (C6), desenvolveu-se a linhagem. Esses tumores 
tinham origem glial e apresentavam características se-
melhantes ao desenvolvimento de GBM, apresentando 
crescimento e invasão encontrados em tumores huma-
nos(21). Apesar de ser um modelo vastamente utilizado, 
observou-se uma grande variabilidade na literatura, em 
relação à progressão tumoral, não encontrando um pa-
drão de crescimento. Para a implementação da MHT, 
bem como outras terapias, é de suma importância obter 
estes parâmetros na progressão do tumor.

OBJETIVOS
Estabelecer o padrão de crescimento tumoral (volume) 
de ratos Wistar, submetidos ao modelo C6 de GBM, 
por meio de imagens de ressonância magnética (IRM), 
para verificar, futuramente, a redução do volume tumo-
ral, com a terapia de MHT.

MÉTODOS
Animais
Este trabalho foi desenvolvido de acordo com as nor-
mas do Comitê de Ética em Pesquisa Animal do Hospi-
tal Israelita Albert Einstein (HIAE). Todos os procedi-
mentos foram conduzidos de forma que fosse reduzido 
ao máximo o número de animais utilizados, bem como 
o sofrimento e o estresse deles.

Para o modelo C6, foram utilizados ratos Wistar, 
machos, com 2 meses de idade, pesando entre 250 e 300 g. 
Os animais foram mantidos no Biotério do Centro de 
Experimentação e Treinamento em Cirurgia (CETEC) 
do Instituto do Cérebro (InCe) do HIAE, com ração 
e água ad libitum, em gaiolas individuais de polipropi
leno, forradas com serragem autoclavada, e tampa 
tipo grade em aço inoxidável, com divisões para ra-
ção balanceada e água. Esse biotério é acreditado 
pela Association for Assessment and Accreditation of 
Laboratory Animal Care International (AAALAC), obe-
decendo a um ciclo claro-escuro de 12 horas (7 a 19h), 
com temperatura ambiente constante de 21 (± 2ºC), 
conforme especificações internacionais.

Para a realização da IRM, os animais foram trans-
portados ao biotério do Centro de Imagens e Espec-
troscopia in vivo por Ressonância Magnética para Es-
tudo de Modelos Animais (CIERMag) do Instituto de 
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Física da Universidade de São Paulo (USP), em São 
Carlos, onde foram mantidas nas mesmas condições su-
pracitadas até a fase final dos experimentos. 

Cultura de células de glioma C6
Células C6 de glioma de ratos Wistar foram cultiva-
das em meio Dulbecco’s Eagle (Gibco, Gaithersburg, 
MD), com 20% de soro bovino fetal (Invitrogen) a 37ºC 
(5% CO2), no qual alcançaram a confluência de 90%. 
O meio foi removido e as células foram liberadas para 
incubação com tripsina (0,04% de tripsina/EDTA). As 
células foram centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos, 
ressuspendidas em meio Dulbecco’s, a uma concentra-
ção final de 105 células/10 µL e mantidas resfriadas até 
sua implantação.

Implante estereotáxico das células C6
Para o implante das células C6, os animais foram anes-
tesiados com cetamina (55 mg/kg) e xilazina (11 mg/kg). 
Em seguida foi feita a tricotomia da região superior da 
cabeça. O animal foi fixado a um aparelho estereotáxi-
co (Stoelting®, modelo 51700) por meio de barras intra-
-auriculares e dentes incisivos superiores. Após a inci-
são da pele na região dorsal do crânio e a remoção do 
periósteo, foi efetuada a trepanação da calota óssea por 
meio de uma broca dentária. O ponto para implantação 
das células foi determinado e marcado sobre a tábua 
óssea, seguindo as orientações do Atlas estereotáxico 
de Swanson (1992) e seguiu as coordenadas: anteropos-
terior = 2,0; látero-lateral = 2,0; profundidade = 2,5. O 
implante das células tumorigênicas de glioma no córtex 
frontal direito foi feito com a agulha de uma seringa 
Hamilton, na concentração de 105 células em 10 µL de 
meio de cultura, que foi injetado lentamente por um 
período de 10 minutos. Nos animais do Grupo Contro-
le, foi injetado o meio de cultura sem células. A agu-
lha permaneceu na posição por mais 2 minutos antes 
da retirada. Para evitar a sucção da solução injetada de 
volta para a agulha, esta foi suspendida lentamente até 
a remoção total do cérebro. Em seguida, o plano ósseo 
foi recomposto com cera óssea e a pele suturada com 
fio de algodão. 

Análise tumoral por RM
Antes da realização de cada sessão de imagens, os ani-
mais foram anestesiados com uma mistura de cetamina 
(95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg). Após tal procedimen-
to, eles foram posicionados em decúbito ventral sobre 
um leito macio e absorvente, sendo que, após o posicio-
namento da cabeça dentro da bobina, esta foi fixada às 

barras auricular e nasal, e, então, todo o conjunto foi in-
troduzido na blindagem. Por último, todo esse conjunto 
foi introduzido no magneto, que tem diâmetro interno 
de 150 mm.

As IRM foram adquiridas utilizando um magneto 
supercondutor horizontal com campo 2T da Oxford 
Instruments (modelo 65310HR), que opera em con-
junto com um espectrômetro Bruker®. A sequência 
utilizada para a aquisição das imagens ponderadas 
por T2 foi a RARE (do inglês Rapid Acquisition with 
Relaxation Enhancement), com parâmetros: TR = 4,000 ms, 
TE = 67,1 ms, rare factor = 6, 18 médias e comprimen-
to de banda de 12,5 KHz, resultando em um tempo de 
aquisição de cerca de 50 minutos por animal. O FOV 
utilizado foi de 35 x 35 mm3, com uma matriz de 192 x 
192 pontos, produzindo uma resolução espacial de 182 
x 182 mm. Foram utilizadas 26 fatias de 0,5 mm de es-
pessura sem espaçamentos entre elas. 

Para cada sessão de imagens em cada ponto tem-
poral, dos 26 cortes adquiridos, foram selecionados os 
cortes em que era possível visualizar o tumor e dessa 
forma desenhadas ROIs (Region of Interest) com a aju-
da do software Paravision 5®. Foi obtida, então, a área 
tumoral em cada corte, que, somada e multiplicada pela 
espessura da fatia, forneceu o volume do tumor.

Análise histopatológica do tecido tumoral
Após a aquisição das imagens, os animais foram aneste-
siados e perfundidos transcardiacamente com uma so-
lução tampão salina seguida de paraformaldeído (PFA) 
a 4%. Os cérebros foram retirados e mantidos em PFA 
por 24 horas; em seguida, foram crioprotegidos em uma 
solução de sacarose 40%, por 48 horas. Posteriormen-
te, foram feitas em criostato (leica) fatias coronais de 
40 µm, que foram coradas com a técnica padrão de he-
matoxilina-eosina. 

RESULTADOS
Análise do volume tumoral por RM 
A evolução do crescimento tumoral do modelo C6 foi 
monitorada mediante a técnica de IRM (Figura 1). 
Como controle da evolução temporal do tumor, foi 
injetado somente meio de cultura e não se observou a 
presença do tecido tumoral durante um período de 28 
dias, como é mostrado na figura 1A.

No 14o, dia foi observada uma massa tumoral (tu-
mor + edema + área necrótica) que possuía um forma-
to circular bem definido em relação ao tecido cerebral 
adjacente e, dessa forma, foi possível delimitá-lo devido 
ao sinal intenso na região afetada. O volume calcula-
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Figura 1. Evolução tumoral do modelo C6 acompanhada por imagem de ressonância magnética. Estas imagens apresentam sequências de fatias dos cérebros, nas 
quais foi possível observar o tumor. (A) Cérebros em que foi injetado somente o meio de cultura e não se observou crescimento tumoral. Note (seta), superficialmente 
ao córtex, a região de introdução da agulha. (B) Após 14 dias, foi possível observar sinal intenso na região de inoculação das células tumorigênicas, na qual o volume do 
tumor alcançou 13,7 ± 2,5 mm3. (C) No 21o dia, pode-se evidenciar um tumor circular bem delimitado com volume de 31,7 ± 6,5 mm3. (D) 28 dias após a inoculação, 
foi possível observar uma grande massa tumoral promovendo compressão da região ventricular, cujo volume calculado foi de 122,1 ± 11,8 mm3

A

B

C

D

Figura 2. Características histopatológicas do modelo C6. (A) Secção histológica 
e (B) imagem de ressonância magnética mostrando o tumor circular claramente 
delimitado “T” comprimindo estruturas ventriculares. (C) N, área de necrose, e P, 
células pseudopaliçadas adjacentes à região de necrose. (D) Borda do tumor com 
presença de células gigantes (seta) e CN, tecido cerebral normal. Aumento: (A) 
x10, (B) x10, (C) x100, (D) x400

A

C

B

D

do nesse dia foi de 13,7 ± 2,5 mm3 (Figura 1B). No 21o 
dia, pudemos observar o tumor claramente delimitado, 
que promovia a compressão da região ventricular direi-
ta com o volume de 31,7 ± 6,5 mm3 (Figura 1C). No 
28o dia, o crescimento tumoral prosseguiu alcançando 
o volume de 122,1 ± 11,8 mm3 (Figura 1D). Após isso, 
os animais foram sacrificados e seus cérebros, retirados 
para análise posterior.

Análise histopatológica
A avaliação histopatológica do glioma implantado em 
rato Wistar está apresentada na figura 2. Os achados 
foram compatíveis com os previamente demonstrados 
por Morrone et al.(22) onde o tumor apresentou caracte-
rísticas de GBM. Na figura 2 mostra a seção histológica 
(Figura 2A) e IRM (Figura 2B) do tumor de glioblas-
toma. Dentro as características do GBM, destacamos 
áreas necróticas, presença de células atípicas do tipo 
pseudopaliçadas (Figura 2C), células gigantes (Figura 
2D) além de áreas hemorrágicas.

DISCUSSÃO
GBM é um tumor primário do SNC altamente agressi-
vo, cuja média de sobrevivência não ultrapassa 15 meses 
após o diagnóstico, apesar de todas as terapias disponí-
veis(4,23). Assim, tentativas de novas terapias são de ex-
trema importância. A MHT surge como terapia aditiva 
às existentes, com bons resultados(11). Estudos desde a 
década de 1990 vêm sendo conduzidos, mostrando que 
o uso de nanopartículas magnéticas são extremamen-

te eficientes na geração de calor após aplicação de um 
campo magnético, sendo este capaz de destruir células 
cancerígenas oriundas do sistema nervoso(24). Além dis-
so, trabalhos recentes de Van Landeghem et al.(25) mos-
traram em humanos a capacidade da MHT melhorar a 
sobrevida dos pacientes portadores de GBM. 

O modelo C6 apresenta características histopató-
gicas, como células pseudopaliçadas, áreas de necrose, 
proliferação microvascular, entre outras compatíveis 
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ao encontrado em pacientes com GBM(26). Aqui foram 
confirmadas essas características, o que torna tal mo-
delo uma ferramenta útil no desenvolvimento de no-
vas terapias como, por exemplo, a MHT. Entretanto, 
para a avaliação da MHT, é de grande importância um 
acompanhamento do desenvolvimento tumoral, visto 
que a terapia visa à redução no volume do tumor. IRM 
permitem que seja realizado um acompanhamento do 
volume tumoral, assim como de modificações e defor-
mações das regiões circunvizinhas(27). Neste trabalho, 
foi possível, por meio de IRM, avaliar o rápido cres-
cimento da massa tumoral, que evolui comprimindo 
a região ventricular ao longo do eixo rostro-caudal. O 
volume do tumor em ratos, mensurado 20 dias após o 
implante das células cancerígenas e analisado por meio 
de imagens in vivo por IRM, mostrou-se similar ao volu-
me encontrado em estudos histológicos de Morrone et 
al.(22). Isso demonstra que a mensuração do tumor por 
imagem pode fornecer dados fiéis da magnitude do tu-
mor in vivo e do comprometimento de outras estruturas 
cerebrais que podem estar sendo comprimidas, além de 
permitir a correlação de dados comportamentais e his-
tológicos no mesmo animal. 

CONCLUSÃO
A análise das IRM possibilitou a clara visualização da 
massa tumoral e seu crescimento, possibilitando ainda 
estabelecer parâmetros de volume tumoral nos diferen-
tes dias analisados no modelo C6. Os resultados obti-
dos são muito importantes para a aplicação da técnica 
de MHT, dado que a evolução do crescimento do tu-
mor está diretamente relacionado à potência do campo 
magnético e o tempo que a terapia deve ser aplicada ao 
volume tumoral. 
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