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INDUZIDO POR N-METHYL-N-NITROSOUREA EM RATOS F344 E
CAMUNDONGOS C3H E VALIDO PARA OS RATOS WISTAR?
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RESUMO - Introdugdo: O N-metil-N-nitrosourea (MNU) tem agdo cancerigena direta,

induzindo tumores em varias espécies em uma variedade de érgéos, incluindo o
estdbmago de ratos. Tratamento do MNU na agua de beber por 25-42 semanas,
seletivamente, induz carcinoma gastrico glandular de ratos F344 e camundongos
C3H. Objetivo: Estabelecer um modelo experimental para inducdo seletiva de
cancer no estdmago glandular de ratos Wistar com MNU. Métodos: Um total de
48 ratos Wistar machos com oito semanas, foram utilizados no presente estudo.
MNU (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em DMSO e liberada adgua potavel ad libitum
por um periodo variando de 16 a 70 semanas. Apds 16 semanas, quatro ratos foram
selecionados aleatoriamente e mortos. Depois, de seis em seis semanas, quatro
animais também foram mortos até 70 semanas. Resultados: A taxa de sobrevivéncia
foi superior a 90%. Ocorreu a indugdo de dois adenocarcinomas, um carcinoma
espinocelular e um sarcoma. A incidéncia de adenocarcinoma gastrico foi de 4,5%
(0,5 a 15). Conclusées: O modelo experimental de carcinogénese gastrica em ratos
Wistar, utilizando MNU dissolvido na dgua, ndo mostrou viabilidade préatica neste
estudo, devido a baixa taxa de adenocarcinoma gastrico que ocorreu.

ABSTRACT - Background: The N-methyl-N-nitrosourea (MNU) is a direct acting

carcinogen, inducing tumors in several species in a variety of organs, including
stomach of rats. Treatment of MNU in the drinking water for 25-42 weeks selectively
induced glandular gastric carcinoma in F344 rats and C3H mice. Aim: To establish
an experimental model for selective MNU induction of glandular stomach cancer in
Wistar rats. Methods: A total of 48 males eight-week-old Wistar rats were used in
the present study. MNU (Sigma-Aldrich) was dissolved in DMSO and provided as the
drinking water ad libitum for a period ranging from 16 to 70 weeks. After 16 weeks,
four rats were randomly selected and killed. After every six weeks four animals were
killed until 70 weeks. Results: Survival rate was higher than 90%. It had the induction of
two adenocarcinomas, one squamous cell carcinoma and one sarcoma. The incidence
of gastric adenocarcinoma was 4.5% (0.5 to 15). Conclusions: The experimental model
of gastric carcinogenesis in Wistar rats, using MNU dissolved in water, showed not
practice viability in this study due to the low rate of gastric adenocarcinoma.

INTRODUCAO

adenocarcinomas do estdbmago glandular de ratos com N-metil-

Desde o primeiro relato da producdo experimental de
N'-nitro-N nitrosoguanidina (MNNG)*¢, muitos outros mamiferos,

tém se mostrado sensiveis a essa substancia cancerigena, incluindo hamsters,
furdes e cdes?’. N-metil-N-nitrosourea (MNU) tem acdo cancerigena direta,
induzindo tumores em varias espécies e em variedade de 6rgdos, incluindo o
sistema nervoso central, estdmago, intestino, rim e pelel#90,

O camundongo e rato sdo particularmente Uteis para estudos de

espécies de carcinogénese, devido a disponibilidade de mutantes e

e
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linhagens quiméricas transgénicas. O uso do MNU
na agua de beber por 25-42 semanas seletivamente
induz carcinoma gastrico glandular de ratos F344 e
camundongos C3H>21113141821 Fssas modelos animais
tém sido amplamente utilizados nao apenas para
investigar a patogénese da carcinogénese gastrica,
mas também para identificar possiveis promotores de
tumor e agentes quimiopreventivostt4,

O objetivo do presente estudo foi estabelecer
um modelo experimental para inducao MNU seletiva
de cancer no estomago glandular de ratos Wistar e
descrever o tempo para obter nivel de profundidade
do tumor (T).

METODOS

O delineamento experimental

Um total de 48 ratos Wistar machos de oito
semanas foram acomodados em gaiolas plasticas (trés
ratos/gaiola) em ambiente com ar-condicionado e
ciclo de 12 horas a claro e 12 horas no escuro. Foram
aclimatados por duas semanas antes do inicio dos
experimentos.MNU (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em
dimetilsulfoxido (DMSO) e estocado em lugar escuro
e fresco. A solucao foi diluida a 200 ppm com agua
imediatamente antes de usar (trés vezes por semana),
e liberada como agua potavel ad libitum em garrafas
opacas para protecao contra fotdlise por 16 a 70
semanas. Ragdo regular (Nuvilab CR-1 - Nuvital S/A)
foi disponivel ad libitum. Apds 16 semanas, quatro
ratos foram selecionados aleatoriamente e mortos, e
a seguir a cada outras seis semanas quatro animais
eram também mortos até 702. Semana. O protocolo do
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de
Pesquisa e Pos-Graduagdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Porto Alegre, RS, Brasil.

Os critérios de exclusdo

Os animais que sobreviveram menos de 16
semanas, foram excluidos. Necrépsias foram realizadas
em todos os animais que morreram.

A analise histopatoldgica

Os estdmagos excisados foram fixados em
formalina tamponada, cortado em cerca de oito
bandas, e rotineiramente processados para inclusao
em parafina. Os tecidos foram corados com HE para
avaliagdo histopatolégica de desenvolvimento da
lesdo. Lesdes neoplasicas foram classificadas como
adenocarcinomas, carcinoma espinocelular e sarcomas.

Anélise estatistica

Intervalo de confianca para propor¢des utilizando
o Método Binomial foi aplicado para calculo da
incidéncia do adenocarcinoma gastrico. Teste t de
Student foi realizado para médias das variaveis
quantitativas.

o

RESULTADOS

Um total de 48 ratos foi usado. Quatro animais
morreram antes das 16 semanas iniciais e foram
submetidos a autopsia. Estas mortes foram causadas
por pneumonia, e eles foram excluidos do numero
efetivo final. As taxas de sobrevivéncia foram superiores
a 90%. O peso médio inicial foi de 346 + 33 g. O ganho
de peso corporal por semana durante o seguimento
foi menor nos ratos que desenvolveram cancer do que
naqueles que ndo o fizeram (2.1 g x 3,2 g, p=0,07). Um
total de 44 animais foram mortos entre a 162. e 702.
semana. Caracteristicas do numero efetivo de ratos
estao resumidos na Tabela 1.

TABELA 1 - Caracteristicas do niumero efetivo de ratos

Numero efetivo Peso corporal inicial Peso corporal Idade
de Ratos (9) final (g) final
44 346+33 469+59 50+14

Achados macro e microscépicos

A partir de semana 522. até a 702. foi encontrado
infiltrado inflamatério difuso na mucosa gastrica
(Figura 1). Metaplasia intestinal ndo foi encontrada
no estdbmago de qualquer rato neste experimento. Em
64 semanas, uma extensa lesdao na parede anterior do
estbmago foi encontrada e anélise histopatoldgica
revelou ser um sarcoma. Em 70 semanas, um tumor
adrenal foi encontrado. No pré-estbmago dos
animais, apenas um carcinoma epidermoéide foi
encontrado na semana 22. Nas semanas 52 e 70, dois
adenocarcinomas bem diferenciados foram observados
no estdbmago glandular. Os tumores invadiram a
muscular prépria superficialmente (T2a) (Figura 2). A
incidéncia de adenocarcinoma gastrico foi de 4,5% (0,5
a 15). Os achados histopatoldgicos para o estdmago
sdo resumidos na Tabela 2.

TABELA 2 - Achados histopatologicos do estdbmago

Infiltracao . Carcinoma
Semana . . . Adenocarcinomas Sarcoma
inflamatoria €scamoso
22 0 0 1 0
52 2 1 0 0
58 3 0 0 0
64 1 0 0 1
70 0 1 0 0

N&o se conseguiu confirmar que MNU na &agua
potavel podeinduziraumaaltaincidéncia de carcinomas
do estdbmago glandular em ratos Wistar. Apenas dois
adenocarcinomas se desenvolveram nos animais
que receberam 200 ppm MNU. Estudos anteriores
indicam que o cancer do estdbmago glandular pode
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FIGURA 1 - Infiltrado inflamatério na mucosa gastrica. HE
100X (A), HE 400x (B)

FIGURA 2 - Adenocarcinoma gastrico (T2a). HE 40X (A),
ele e (B) 100X HE 400x (C)

ser produzido em ratos F344 e camundongos C3H

OS RATOS WISTAR?

pela administracdo do MNU, um agente mutagénico
utilizado amplamente. Estudos mostram que quando o
MNU é administrado em dgua potavel em periodo de 25
a42 semanas, seletivamente induziu carcinoma gastrico
glandular em ratos F344 e mouse C3H>81113141821

Maekava, et al.®examinaram os efeitos do MNU
na agua potavel a 100 ppm, em ratos F344. Apés 42
semanas, 18% dos animais tinham adenocarcinoma
gastrico. Tatematsu, et al.!® induziu cancer no estdbmago
glandular de ratos C3H com MNU na agua potavel
a 120 ppm por 30 semanas e obtiveram 40% de
adenocarcinomas, apds 54 semanas. Hirota utilizado
MNU em 400 ppm, em ratos F344 por 25 semanas teve
100% de adenocarcinomas invasivos®. Foi usado aqui
uma concentragdo intermediaria do MNU (200 ppm),
porque os estudos com as menores concentracdes
mostraram baixa incidéncia de adenocarcinoma,
e maiores concentracdes desenvolveram tumores
avancados. O objetivo foi a obtencdo de lesdes
precoces, a fim de descrever o tempo para obter um
nivel de profundidade do tumor (T).

Lee’ examinou os efeitos da administracdo
concomitante de  dimethylitaconate (CMS) e
apresentaram aumento significativo da incidéncia do
adenocarcinoma, que foi de 95% em comparacdo com
12% do grupo MNU (p<0,005). Existem evidéncias de
que a administragdo de cloreto de sédio potencializa os
efeitos cancerigenos de MMNG no estdmago do rato?’.
Talvez a adicdo desta substancia com MNU poderia ter
aumentado a incidéncia de adenocarcinoma gastrico
aqui obtida.

Tatsutaetal.’®examinaram os efeitos de uma muito-
baixa-proteina sobre a incidéncia de cancer gastrico
induzido por MNNU em ratos Wistar. Administracao
oral de dieta com baixa proteina resultou em
aumento significativo na incidéncia de cancer gastrico.
Mecanismo desta dieta ndo é conhecida, mas pelo
menos trés maneiras possiveis podem ser consideradas.

Um deles é a imunomodulacdo pela proteina
da dieta. Componentes da dieta pode influenciar o
desenvolvimento de neoplasias por efeitos sobre o
sistema imunoldgico. Em particular, o nivel do tipo
de gordura tem sido mostrado modular a resposta
imune!??. Outro mecanismo é um efeito sobre a
secrecao de diversos hormonios, incluindo o horménio
do crescimento, hormodnios da tirdide, gastrina
e somatostatina®®. Hormdnio do crescimento e
hormonios da tiredide estdo intimamente relacionados
com o crescimento da mucosa gastrointestinal. Uma
terceira possibilidade, é aumento na atividade do
sistema nervoso simpatico. A dieta influencia a
atividade do sistema nervoso simpatico em animais
experimentais.

Ha evidéncias de envolvimento neural no controle
da proliferagao celular?>. Neste estudo, foi utilizada uma
dieta da proteina normal.

E sabido que o MNU ¢é cancerigeno e
multipotentes; sua acdo carcinogénica varia com a

=
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raca de ratos utilizados e a via de administracao®. Além
disso, foi demonstrado que a especificidade do érgao
a compostos N-nitrosos administrado por via oral é
influenciada ndo sé pela estrutura quimica deles ou
pela linhagem de ratos utilizados, mas também pelo
nivel de dose dos compostos utilizados no teste®.
Neste experimento, também foi demonstrado que a
especificidade do 6rgdo do MNU foi influenciada pela
linhagem de ratos e/ou o nivel da dose. Mais estudos
sdo necessarios para explicar esse fendmeno.

CONCLUSOES

O modelo experimental de carcinogénese em
ratos Wistar, utilizando-se 200 ppm do MNU dissolvido
na agua, ndo mostrou a viabilidade pratica neste
estudo, devido a baixa taxa de desenvolvimento de
adenocarcinoma.
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