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ANALISE CLINICA CIRURGICA E HISTOPATOLOGICA EM RATAS WISTAR (Rattus
novergicus albinus) SUBMETIDAS A PINEALECTOMIA E N-NITROSO-N-
METHYLUREA ISOLADOS E ASSOCIADOS

RESUMO - No Brasil e no mundo, o cancer é uma patologia que ganha relevancia pelo seu
perfil epidemioldgico. Por esse sentido, o tema se torna atraente para novos estudos,
conquistando espaco no meio cientifico com destaque para o cancer de ovario por ser uma das
neoplasias malignas de prognostico reservado. A pineal € uma minuascula glandula endécrina
que produz melatonina. Acredita-se que este derivado da serotonina exerca um efeito
supressivo na secrecdo de gonadotrofinas, e por isso iniba o crescimento e a funcdo das
gbnadas. Varios estudos tém avaliado a acdo da pineal em animais experimentais submetidos
pinealectomia sob diferentes protocolos anestésicos, instrumentais cirdrgicos e materiais de
sutura. O N-Nitroso-N-Methylurea (NMU) tem acdo cancerigena direta, induzindo tumores
em vaérias espécies em diversos 6rgaos. Objetivou-se estabelecer um modelo experimental
para inducdo de tumores nos ovarios de 36 Ratas Wistar, em 6 grupos, subdivididas de acordo
com a idade. Pinealectomizadas e ndo pinealectomizadas, e NMU associados ou como
agentes unicos. Conclui-se que os aprimoramentos da técnica cirargica de pinealectomia sdo
aplicaveis em Ratas Wistar, no entanto, 0 modelo experimental de carcinogénese ovariana em
Ratas Wistar, utilizando o NMU intraperitoneal associado ou ndo a pinealectomia mostrou
inviabilidade préatica neste estudo, devido a auséncia de tumores. Tem-se a perspectiva de que
este trabalho sirva de subsidio para o aperfeicoamento e otimizacdo do modelo experimental

de agentes indutores tumorais ovarianos e, a partir destes, possiveis tratamentos.

Palavras-chave: Procedimento cirurgico. Inducdo tumoral. Cancer de ovario.
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ANALYSIS AND SURGICAL CLINIC HISTOPATOLOGICAL IN FEMALE WISTAR
RATS (Rattus norvegicus albinos) AND SUBMITTED PINEALECTOMY N-NITROSO-N-
METHYLUREA ISOLATED AND ASSOCIATED

ABSTRACT - In Brazil and in the world, cancer is a condition that becomes relevant for its
epidemiological profile. In this sense, the theme becomes attractive to new studies, gaining
momentum in the scientific community with an emphasis on ovarian cancer as one of the
malignancies with a poor prognosis. The pineal gland is a tiny endocrine gland that produces
melatonin. It is believed that this derivative of serotonin exerts a suppressive effect on
gonadotropin secretion and therefore inhibits the growth and function of the gonads. Several
studies have evaluated the action of the pineal pinealectomy in experimental animals
submitted under different anesthetic protocols, surgical instruments and suture materials. The
N -nitroso - N - Methylurea (NMU) has direct carcinogenic action, inducing tumors in various
organs in various species. Objective was to establish an experimental model for induction of
tumors in the ovaries of 36 Wistar rats into 6 groups, subdivided according to age.
Pinealectomizadas not pinealectomizadas and NMU members or as single agents. It is
concluded that the improvements in the surgical technique of pinealectomy are applicable in
Wistar rats, however, the experimental model of ovarian carcinogenesis in Wistar rats, using
with or without pinealectomy intraperitoneal NMU showed practical impossibility in this
study due to the absence of tumors. There is the prospect that this work will serve as input for
the improvement and optimization of the experimental model of ovarian tumor -inducing

agents and, from these, possible treatments.

Keywords: Surgical procedure. Tumor induction. Ovarian cancer.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

A literatura consultada revela que muitos tdpicos importantes para nortear a
pinealectomia e 0 uso do NMU, continuam sendo motivo de interesse dos pesquisadores. No
que se refere a carcinogénese por NMU em ratas pinealectomizadas o assunto ainda carece de
mais evidéncias. Assim, propde-se verificar os possiveis efeitos do NMU e da pinealectomia,
individualmente e associados, com o objetivo de verificar seus potenciais ha promocao de
efeitos tumorais a fim de se disponibilizar informacbes que possam se tornar Uteis a
elucidacéo de tratamentos a partir do diagnéstico precoce melhorando a perspectiva de vida.

Inimeras sdo as probabilidades a respeito dos tratamentos para o cancer, entretanto
cada vez mais se percebe a tendéncia dos cientistas em admitirem que jamais exista um
remédio Unico capaz de matar ou destruir todo e qualquer tipo de cancer. Esta certeza vem de
outra certeza, qual seja que o cancer ndo é uma doenca Unica, sdo muitas. Cada tipo é um tipo
e reagira de forma diferente. As maiores expectativas, no entanto, estdo sendo depositadas em
associagOes de medicamentos, com drogas diferentes, de efeitos distintos, mas que produzam
bons resultados.

Os tumores ovarianos ndo apresentam sinais clinicos e sintomas especificos. Além
disso, ndo ha disponibilidade de adequadas técnicas de triagem, o que explica a alta taxa de
mortalidade. A histdria natural do cancer de ovério é caracterizada por sintomas tardios,
resposta insatisfatoria ao tratamento e prognostico sombrio. O diagndstico de cancer de ovario
tem sido uma sentenga de Obito e, embora nas ultimas décadas tenhamos conseguido regimes
terapéuticos capazes de controlar melhor a doenca, ainda néo foi possivel desenvolver um

teste capaz de identificar a doenca em fase precoce.



Muitos dos processos celulares interdependentes do corpo estédo integrados e regulados
através da atividade secretora de células do sistema enddcrino, que representam uma ampla
rede de comunicagdes por todo o corpo, basicamente uma extensdo de longa duracdo e de
longo alcance do sistema nervoso. Ele fornece numerosos sinais, de avanco ou de parada,
graduados ou absolutos, para uma variedade de importantes atividades celulares.

Tal comunicacdo intercelular de larga escala envolve a disseminacdo de moléculas
sinalizadoras por distancias relativamente longas através da circulacdo sanguinea e assegura
gue os importantes processos do organismo sejam todos realizados de uma maneira
cuidadosamente coordenada, que seja apropriada para as necessidades do corpo de um modo
geral. A pineal é uma mindscula glandula endocrina responsavel pela producdo da
melatonina, que exerce um efeito supressivo na secrecdo de gonadotrofinas, e por isso
acredita-se que iniba o crescimento e a fungdo das gbnadas feminina e masculina.

Sé&o reconhecidas as acdes de carcindgenos usados na medicina para a indugédo tumoral
em diversos 6rgdos. O principal grupo de agentes indutores da carcinogénese é representado
pelas espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, outros radicais livres e produtos da
peroxidacdo lipidica que induzem diversas injdrias celulares e nucleares. Um dos principais
representantes 0 DMBA inicialmente desenvolvido, no entanto por desenvolver uma maior
quantidade de tumores benignos e ndo produzirem metéstase elaboraram o0 NMU como agente
quimico carcinogénico pela sua acdo através da transferéncia de um grupo metil para a sua
nucleobase em acidos nucléicos, o que pode conduzir as mutacBes. Adjunto, seus efeitos

sobre diversos 6rgdos, como as mamas, 0s ovarios tém sido alvo de investigacdes.



REVISAO DE LITERATURA

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo, e foi utilizada
pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina, que viveu entre 460 e 377 a.C. O fato de
ter sido detectado em mumias egipcias comprova que ele ja& comprometia 0 homem ha mais
de 3 mil anos antes de Cristo (INCA, 2011).

De um modo geral, o termo cancer € empregado para designar mais de uma centena de
diferentes doencas heterogéneas que, segundo Hanahan e Weinberg (2000), surgem a partir de
alteracdes essenciais na fisiologia da célula, as quais, coletivamente, contribuem para o
crescimento dos tumores malignos, dentre as alteracBes essenciais podem ser citadas a
suficiéncia em relacdo aos fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de
crescimento, evasdao a morte celular programada por apoptose, potencial ilimitado de
replicacdo, angiogénese aumentada, invasdo tecidual e disseminacéo a distancia (metastase).

As neoplasias sdo sem davida e ha muito tempo, consideradas uma das mais
importantes doencas e que mais acomete as espécies humana e doméstica, com registros de
ocorréncia em cerca de sete papiros egipcios datando de 16 séculos antes de Cristo, sendo que
um deles, o “papiro de Edwin Smith”, relata a realizagdo de uma mastectomia
(GUTEMBERG, 2004).

H4& evidéncias de cancer em restos humanos ancestrais e na literatura médica desde a
antiguidade, datados de antes da época dos farads no Egito antigo. Embora seja dificil
interpretar o diagndstico de médicos que viveram hé tantos séculos atras, pode-se assumir que
muitas das suas descrigdes eram relacionadas a casos de cancer (NOBILI et al., 2009).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 10 milhGes de casos
de céncer surgem a cada ano, causando mais de 6 milhdes de oObitos, sendo a terceira causa de
morte no Brasil, as estimativas para o ano de 2012 serdo validas também para o ano de 2013 e

aponta a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, incluindo os casos



de céancer da pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais.
(INCA, 2011; SILVA, 2012).

Em funcédo do crescimento populacional, mudancas nos habitos de vida e processo de
industrializacdo houve um aumento da taxa de mortalidade por cancer nos ultimos anos.
Devido a isso o cancer € considerado um problema de saude publica e esforcos devem ser
mobilizados para sua prevencdo e cura (KAPIL et al., 2004).

A longevidade é um fator muito importante no aparecimento desta doenca e a medida
gue a humanidade torna-se mais idosa, sua incidéncia aumenta. Na espécie humana,
juntamente com as doencas cardiovasculares sdo indubitavelmente as duas maiores causas de
morte, estimando-se nimeros da ordem de 10 milhdes de pessoas/ano (SANTOS, 1986). No
Brasil sdo 400.000 novos casos e 125.000 mortes anuais (GUTEMBERG, 2004).

Desde 1930, a analise de dados relativos ao indice de mortalidade no Brasil mostra
que, os tumores malignos e as doencas do aparelho circulatério, sdo responsaveis por um
namero cada vez maior de 6bitos, apontando para uma mudanca no perfil relativo ao indice de
mortalidade semelhante aquela observada nos paises desenvolvidos (PISANI et al., 2002).

A maioria das células normais crescem, multiplicam-se e morrem de maneira
ordenada. As células cancerosas, em vez de morrerem, continuam crescendo
incontrolavelmente, formando outras novas células anormais. Diversos organismos Vivos
podem apresentar, em algum momento da vida, anormalidade no crescimento celular
acarretando transtornos funcionais (INCA, 2011).

As causas primérias ainda ndo estdo muito bem esclarecidas, mas as neoplasias
surgem devido as mutacdes genéticas espontaneas ou induzidas provenientes da exposi¢do do
organismo a varios fatores carcinogénicos, sendo esta acdo classificada em carcinogénese

bioldgica, a fisica e a quimica (JONES et al., 2000; BARBOSA, 2006).



Provocando desordem no ciclo celular, ocorrendo excesso na taxa de proliferacdo e
deficiéncia nas taxas de morte celular, este processo culmina com a formacdo de
agrupamentos de clones de células neoplasicas, isto é, tumores (CAVENEE & WHITE, 1995;
FERRARI & TORRES, 2002).

Belizario (2002), trata em seu trabalho, o cancer como uma doenca genética, por se
ocorrer a transmissdo de genes tumorais, ou seja 0s oncogenes, para células normais. Ainda
afirmou que a mutacdo pode ocorrer por produtos toxicos da propria celula, denominados
radicais livres.

Como resultado de instabilidades cromossomicas, modificacGes epigenéticas e
acumulo de mutacGes ha uma elevacdo das taxas de proliferacdo e dano celular, tendo como
produto uma crescente deteriora¢do ao sistema que regula o crescimento e a morte celular
(SORLIE, 2004). A doenca caracteriza-se pelo crescimento anémalo e desordenado de
células, sem finalidade e sem controle do organismo através do qual se nutri, e que persiste
nesta prevaléncia mesmo cessado o estimulo que determinou tal alteragdo (SANTOS, 1986).

Entdo, o céncer é resultante do crescimento de sucessivas populacdes celulares nas
quais as mutagdes se acumularam em um processo denominado de expansdo monoclonal. Este
processo culmina na formacdo de uma massa tumoral com células contendo diferentes
padrbes de alteracBes genéticas e com extensa heterogeneidade intra-tumoral e de paciente
para paciente, mesmo para subtipos histologicamente idénticos. Assim, o cancer é uma
doenca associada a alteragfes genéticas multiplas, originando-se a partir de uma Unica célula
normal que acumulou mutacdes apos sucessivas divisdes celulares num processo de evolugdo
clonal (CAVENEE & WHITE, 1995).

Atualmente o cancer de ovario € o tumor ginecologico mais dificil de ser
diagnosticado e o de menor chance de cura. Cerca de 3/4 dos cénceres desse Orgédo

apresentam-se em estagio avancado no momento do diagnostico. A maioria dos tumores de



ovario sdo carcinomas epiteliais que se inicia nas células da superficie do 6rgdo também
conhecido por tumor maligno de células germinativas (INCA, 2013).

Consiste na oitava neoplasia maligna mais diagnosticada em mulheres no Brasil e a
quinta causa de morte por cancer em mulheres americanas (SILVA-FILHO et al., 2004). E
responsavel por 6% dos canceres que atingem as mulheres, sendo o terceiro mais incidente no
aparelho genital feminino em paises desenvolvidos, ficando abaixo apenas do carcinoma do
colo do atero e de endométrio (TORRES et al., 2002), correspondendo a 1,8% dos canceres
ginecologicos e apresentando elevada mortalidade (LINASMITA et al., 2004). Os dados de
prevaléncia acumulada ao longo da vida, desde o nascimento até 85 anos de idade, mostram
que a probabilidade de ocorréncia do cancer de ovario é de 1,5% (WHITTEMORE, 1994).

O ovério é um o6rgdo glandular exdcrino pela sua producao de évulos e enddcrino por
produzir os hormonios ovarianos principalmente estrogénios e progesterona. A estrutura do
ovario normal varia grandemente com as espécies, idade e fase do ciclo sexual
(PRIEDKALNS, 1982). Até a menopausa, 0s ovarios apos a puberdade contém os foliculos
ovarianos, que apresentam varios estagios de maturacdo (COMARCK, 2008).

E um 6rgéo ovoide dividido em cortex externo e medula interna (Figura 1), no cortex
de tecido conjuntivo no qual os foliculos e corpos lateos se encontram (PRIEDKALNS,
1982), consiste principalmente em células do estroma semelhantes a fibroblastos, de formato
fusiforme, entremeadas com finas fibras colagenas e dispostas em um caracteristico padrdo
espiralado. Préximo ao epitélio simples cubico da superficie dos ovarios, entretanto, as células
e fibras do estroma estdo dispostas mais ou menos paralelas a superficie e constitui uma
camada fibrosa externa esbranquicada, denominada tunica albuginea, do latim albus = branco
(COMARCK, 2008). Nos roedores o estroma cortical contém células glandulares intersticiais

(PRIEDKALNS, 1982),



A medula é a area interna contendo nervos, grandes e numerosos vasos sanguineos
espiralados e vasos linfaticos. Consiste em tecido conjuntivo frouxo e fibras musculares lisas
que sdo continuas com as do mesovario (PRIEDKALNS, 1982). A medula do ovario contém
alguns vasos sanguineos relativamente grandes, notavelmente artérias enoveladas e veias

contorcidas (COMARCK, 2008).

Tuanica albuginea

Epitélio germinativo Ovulagéo

Figura 1 — Desenho esquematico de ovério evidenciando histologicamente o ciclo de maturagéo em
foliculos ovarianos no cdrtex, assim como 0s vasos sanguineos na medula.

Sendo os ovarios 6rgdos duplos e pequenos, situados na pélvis feminina, o diagnéstico
de tumores iniciais através de exame clinico na consulta ginecoldgica é dificil. Além disso, o
cancer de ovario ndo causa sintomatologia e quando isso ocorre, é provavel que a doenca
esteja em estdgio avancado ou tenha se expandido além dos ovarios. Assim, 70% dos
diagnosticos para cancer de ovario sao tardios (TORRES et al., 2002).

As opcdes de tratamento sdo restritas a cirurgia citorredutora e a quimioterapia
baseada nos derivados da platina. Estas modalidades terapéuticas sdo apenas parcialmente
efetivas e, consequentemente, a maioria das pacientes apresentara recorréncia e Obito em

funcédo da doenca (REIS, 2005).



A glandula pineal (Figura 2) localiza-se abaixo do corpo caloso e diferentemente das
outras glandulas é controlada pelo ndcleo supraquiasmatico situado no hipotalamo,
considerado o principal relégio bioldgico dos mamiferos (REITER et al., 1989; SKENE et al.,
2006), atuando sobre diversos sistemas, como reprodutor feminino e masculino (REITER et
al., 1989). Outras funcdes do corpo pineal incluem uma acdo inibidora da melatonina na
glandula tiredide e uma intervencdo, muito questionavel, na regulacdo da secrecdo da
aldosterona no cortex adrenal. No sistema nervoso central, parece induzir ao sono e ao

aumento da serotonina em determinadas areas do cérebro (DELLMANN, 1982).

Figura 2- Desenho esquematico da localizagdo da
pineal (cabeca de seta) em Ratas Wistar.

Anatomicamente tem a forma de um cone de pinha sendo um drgao parenquimatoso,
derivado do teto dienceféalico caudal que se projeta posteriormente no tronco cerebral. A
pineal € uma estrutura responsavel pela transmissdo de informacdo fotoperiddica ao
organismo, e exerce papel regulatério sobre os mais diversos eventos fisiol6gicos,
metabdlicos e comportamentais (PERES, 1996).

De origem neuroectodérmica, exerce efeitos sutis, mas definitivos, de regulacéo sobre

a LH, FSH e sintese de prolactina, controlando ou modulando os ritmos reprodutores



sazonais, provavelmente, em todos os mamiferos, e até influenciando os constituintes
cerebrais e a transmissédo sinaptica (DELLMANN, 1982).

Este pequeno apéndice encefalico mediano € uma minuascula glandula endécrina que
produz a melatonina. Acredita-se que este derivado da serotonina ou de algum mediador
relacionado, semelhante a um hormonio, exerca um efeito supressivo na secrecdo de
gonadotrofinas, e por isso iniba o crescimento e a fungdo das gbnadas (DELLMANN, 1982;
CORMACK, 2008).

A acdo inibidora da pineal é devida a melatonina, concentrada nas génadas do macho
e da fémea. Contudo, a modalidade intima da acdo é desconhecida. Como a melatonina
também é admitida pelo cérebro e pela hipofise, é possivel que a referida substancia exerca
seus efeitos através de determinados centros hipotalamicos que bloqueiam a sintese e/ou
liberacdo de substancias neurotransmissoras na eminéncia mediana. Desta forma, a pineal €
um 6rgdo que recebe informacgbes através de impulsos nervosos, causando a liberacdo de
neurotransmissores que, por sua vez, induzem a atividade secretora enddcrina. Sendo assim
participa esta caracteristica com a medula adrenal e com as partes do hipotalamo que recebem
suas informacdes, predominantes, através de trajetos nervosos (DELLMANN, 1982).

A glandula pineal dos vertebrados € um componente essencial do sistema
fotoneuroenddcrino, que permite aos vertebrados inferiores até os seres humanos apreenderem
a ritmicidade da passagem do tempo. Como estrutura, é conhecida desde a antiguidade, sendo
mencionada nos estudos anatdmicos de Galeno (THIEBLOT et al., 1966).

O principal produto da pineal é a melatonina (BROWN, PANG, PANG et al., 1994),
que foi também o primeiro composto biologicamente ativo identificado na glandula
(SILMAN, et al., 1979). A atividade da melatonina se intensifica durante a noite, sendo
reduzida a quantidade do hormdnio durante o dia (SUMAYA, et al., 2005; MAGANHIN, et

al., 2009; FALCON et al., 2009).



A iluminacdo continua causa uma diminui¢do no peso corporal do corpo pineal. Os
pinealGcitos parecem pequenos, com pouco citoplasma basofilo. A luz continua também
possui um efeito estimulante sobre o sistema reprodutor, conforme comprovado pela
maturidade sexual adiantada, inicio da temporada de acasalamento anual fora do ciclo, e
assim por diante. Como a pinealectomia causa 0s mesmos efeitos nas gonadas que a luz
continua, isso indica que o corpo pineal produz uma substancia inibidora das gonadas
(DELLMANN, 1982).

A atividade secretdria da glandula pineal apresenta um ritmo circadiano relacionado
com o periodo escuro (noite), cuja duracdo, variando ao longo do ano, de acordo com as
estacOes, determina um padrdo secretorio com variaches didrias e sazonais. Estas
caracteristicas de secrecdo determinam o papel fisioldgico da glandula pineal em sinalizar
para 0 meio interno, pela presenca ou auséncia de melatonina nos liquidos corporais, se é dia
ou noite no meio exterior e sinalizar, pelo perfil diario do horménio, qual a estacdo do ano.
Desta forma, a pineal confere ritmos a uma série de fungfes neuroenddcrinas que modula,
determinando, por exemplo, o ciclo sono-vigilia, a atividade reprodutora e a atividade
metabdlica de varias espécies (BARTNESS & GOLDMAN, 1989).

A melatonina, hormdnio de natureza indolica, altamente conservada na evolucdo €
produzida em mamiferos primariamente pela glandula pineal, e age como sincronizador
enddgeno do ritmo circadiano do organismo (ARENDT, 2003), com aplicacbes médicas para
aliviar os sintomas de “jet leg” {alterag@o de ritmo circadiano} (PARRY, 2002), e tratamento
de desordens ritmicas (KARASEK et al., 2002). Em 1982 o pesquisador DELLMANN
afirmou que se o corpo pineal atua como um “relogio biologico”, influenciando ou regulando
os ritmos diurnos, ainda esta para ser definitivamente estabelecido, mas parece que esta

poderia ser uma de suas principais funcdes, se ndo a mais importante.



A quantidade da secrecdo de melatonina noturna em pacientes com cancer de mama
fica severamente reduzida (TAMARKIN et al.,, 1982). Este hormoénio é um poderoso
antioxidante que ndo sé neutraliza o radical hidroxil (TAND et al., 2002; HUSSEIN et al.,
2005), como também inibe a producdo de déxido nitrico pela reducdo da oxidonitricosintase
(STASICA et al., 1998). A melatonina pode modular a resposta imune e inibir o
desenvolvimento de cancer horménio dependente (MAESTRONI & CONTI, 1989).

Estudo realizado com ratas submetidas a administracdo de melatonina, acido retindico
e Nigella sativa, demonstrou que estas substancias reduziram os efeitos carcinogénicos do
DMBA (dimetilbenzantraceno), sugerindo que estas substancias possuem efeito protetor
(ABD EI AZIZ et al., 2005).

A melatonina atua como modulador do sistema imune e tem acdo antigonadotrdfica,
atua no tecido 6sseo e possui um potente efeito antioxidante (REITER, 1996; REITER et al.,
2003; SOFIC et al., 2005; REITER et al., 2007).

Um dos grandes desafios no tratamento do cancer com as drogas convencionalmente
utilizadas é o de se conseguir a destruicdo das células tumorais com minimos efeitos
colaterais sobre os tecidos e 6rgdos sadios. De maneira geral as drogas anticancerigenas tém
efeito citotoxico comprovado em decorréncia do estresse oxidativo-peroxidativo promovido
por sua utilizagio (SANCHES-BARCELO et al., 2003; ABD EL AZIZ et al., 2005;
PADMAVATHI et al., 2006).

Tratamento preventivo utilizando melatonina em ratas Sprague-Dawley submetidas a
inducdo de carcinoma mamario através do DMBA proporcionou aos autores admitirem a
possibilidade de reducéo do risco de cancer de mama em mulheres por fatores ambientais nao
identificados (LENOIR et al., 2005).

Dados revisados mostram o importante papel da glandula pineal no desenvolvimento

do cancer de mama. A inibicdo da funcao da pineal com a pinealectomia ou com a exposi¢édo



ao regime de luz constante estimula a carginogénese mamaria, enquanto a privacao de luz
inibe a carcinogénese (ANISIMOV, 2002).

Um aumento significativo no peso do ovario, diversas semanas ap0s a pinealectomia,
bem como a puberdade precoce, séo efeitos observados se o corpo pineal for removido dentro
de 30 dias apds o nascimento; apos isso, ndo € observado nenhum efeito (DELLMANN,
1982).

Com o desenvolvimento das pesquisas envolvendo a glandula pineal procedimentos
cirargicos vem sendo realizados (Tabela 1). E de se reconhecer na maioria dos casos 0
problema da rapida hemorragia de forma fatal envolvendo os seios da dura-mater. A técnica
ideal para remocdo da pineal deve-se no estancamento do sangramento, na curta duracdo da
cirurgia, na apresentacdo de uma visdo clara da glandula pineal no local da operacdo
facilitando a sua extirpacdo e diminuindo a probabilidade de danos acidentais nas estruturas

neurais adjacentes (KUSZAK & RODIN, 1977).

Tabela 1: Historico dos principais autores que descreveram técnicas de pinealectomia de 1934 a 2009.

NUMERO FIOS PARA
DE OS SEIOS FIOS PARA A
AUTOR  ANO ANIMAIS CRANIOTOMIA BROCA PINEALECTOMIA VENOSOS PELE
ANDERSEN
EWOLF 1934 125 quadrado lanceta Pinca n&o ligou sem descrigdo
DAS
GUPTAE catgut cromado
TERZ 1967 114 quadrado circular  pinca de relojoeiro 7-0 seda 4-0
pinca de relojoeirro
e estereotaxico D.

KUSZAK E brocan® KOPF, TUJUNGA, fiocirlrgico clipes de ferida
RODIN 1977 200 retangular 05 CA 6-0 MICHEL
EVENCIO- tronco lupa e pinc¢a de polipropileno

NETO 1998 36 circular cbnica relojoeiro catgut 5-0 3-0
SOARES
JUNIOR et pinga apropriada e sem
al. 1999 20 sem descricdo circular estereotaxico descricdo sem decricdo
MAGANHIN sem catgut polipropileno

et al. 2009 80 circular descricdo lupa e pinca curva  simples 5-0 3-0




Andersen & Wolf (1934) além de realizarem experimentos com ratos
pinealectomizados, descreveram um estudo critico da literatura com os primeiros estudos do
procedimento cirurgico em cachorro, ratos, cobais, coelho, pintinho e sapo, desde a primeira
década do século passado.

Soares Junior e colaboradores (1999) realizaram a pinealectomia em ratas adultas,
virgens, pesando de 150 a 200g. Os animais foram anestesiados com Pentobarbital sédico na
dosagem de 40mg/kg por via intraperitoneal. Apés anti-sepsia da parte superior da cabeca do
animal e fixacdo do mesmo ao aparelho estereotaxico, procedeu-se a abertura da pele e do
tecido subcutaneo até atingir o cranio, expondo-se a regido do lambda. A seguir, a
craniotomia foi feita com broca circular, expondo-se o encéfalo e retirando-se a pineal com
pinca apropriada. O fragmento da calota craniana foi recolocado no local e realizada sutura
em plano unico da pele. A profilaxia contra infec¢cbes no pds-operatorio foi feita com a
administracdo de Pentabidtico na dosagem de 0,4 mL por animal, por via intramuscular.

O principal grupo de agentes indutores da carcinogénese € representado pelas espécies
reativas do oxigénio e nitrogénio, outros radicais livres e produtos da peroxidacdo lipidica
(PL) que induzem diversas injarias celulares e nucleares (ESTERBAUER, 1993; FERRARI,
2001).

Os indutores tumorais sdo classificados em carcindgenos biol6gicos, fisicos e
quimicos. A carcinogénese bioldgica é ocasionada por bactérias, parasitas e por virus os quais
possuem caracteristicas propensas a causarem cancer por acarretarem mutacées no DNA ou
RNA (ZANINI et al., 2004).

Quanto a carcinogénese fisica, esta ocorre a partir da exposi¢do rara ou continua do
organismo a radiacGes ionizantes e ndo ionizantes. Essa radiacdo possui a capacidade de

induzir mutacdes. Dentre as radiacOes que proporcionam um grande risco destacam-se a solar,



a ionizante, a por particulas alfa, a por néutrons e as radiagdes eletromagnéticas como 0s raios
v e X (FONSECA et al., 2012).

A carcinogénese quimica consiste em um metodo sequencial o qual é dividido nas
etapas de iniciacdo e promocdo. A etapa inicial é baseada a partir de um fator carcin6geno que
promove o dano na célula ou sua mutacdo. O processo de mutacdo do DNA ¢ a fase principal
desta etapa onde as células “iniciadas” permanecem latentes até que os agentes promotores
atuam sobre elas. Durante a etapa da promocao ocorre o estimulo do desenvolvimento celular
que tenha sofrido mutacdo, podendo dar inicio a modificacdo celular. Este processo ndo age
de forma mutagénica nem carcinogénica, mas precisa estar no ambiente para desempenhar seu
efeito bioldgico. Os fatores inclusos nesta etapa podem ser quimicos, processo inflamatorio,
horménios e fatores que ajam no prolongamento normal da célula (BARBOSA, 2006).

A maioria dos tumores induzidos por 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) séo
benignos, e devem ser classificados como fibroadenomas (McCORMICK & MOON, 1965
apud THOMPSON & SPORN, 2002), além disso, ndo fazem metastase (GIULLINO et al.,
1975 apud THOMPSON & SPORN, 2002). As limita¢cbes com o uso do modelo de DMBA
conduziu a uma procura por um carcinégeno mamario mais efetivo que induzisse tumores que
sdo quase exclusivamente carcinomas. Em 1975, esta procura culminou com a introducdo do
N-Nitroso-N-methylurea como indutor de tumor mamario (GIULLINO et al., 1975 apud
THOMPSON & SPORN, 2002).

O N-Nitroso-N-Methylurea, constituido pela formula molecular C;HsN3O, (Figura 3)
e peso molecular 103,08g mol™, é um agente de alquilagdo, e exibe a sua toxicidade através
da transferéncia de um grupo metil para a sua nucleobase em &cidos nucléicos, o que pode
conduzir a mutacdes. Consiste em um cancerigeno ja testado em alguns animais como 0s
camundongos, ratos, hamsters europeus, coelhos, porcos, cdes e macacos. Ele induz tumores

benignos e malignos apo0s a sua administracdo por diferentes vias, incluindo a ingestéo,



produzindo tumores em diferentes locais como tecido nervoso, estdmago, esdfago, pancreas,
trato respiratorio, intestino, pele e rim. E cancerigeno na sequéncia da sua administracao pré-

natal e numa Unica dose (IARC, 1998).

O

Figura 3- A — Férmula do N-Nitroso-N-Methylurea. B — Modelo em varas
do N-Nitroso-N-Methylurea. C — Modelo em esfera do N-
Nitroso-N-Methylurea

Em 1994 Cha, Thilly e Zarbl desenvolveram um experimento com ratas Fischer 344
tratadas com 30 mg/kg intravenoso de NMU, utilizando a veia caudal para a admnistragdo. A
primeira lesdo mamaria macroscopica foi diagnosticada aos 90 dias apés a inducéo.

Yamamoto e colaboradores (1998) descreveram que apenas uma Unica dose de
75mg/kg de N-Nitroso-N-Methylurea (NMU) induziu neoplasia mais do que cinco doses de
15mg/kg, causando lesdes no baco, figado e medula 6ssea. Linfomas malignos, adenomas do
pulmé&o, papilomas e carcinomas na pele (USUI et al., 2001 apud LONG et al., 2010).

Mann e colaboradores (2010) diagnosticaram carcinoma mamario, apo0s necropsia e

esfola da pele para preparacao histoldgica, em ratas administradas com NMU (50mg/kg) via



intraperitoneal aos 21 dias de idade. Nestes estudos comprovaram que a incidéncia e
multiplicidade de céancer foram reduzidas em ratas submetidas a atividade fisica em roda
giratéria quando comparadas com animais sedentarios.

Yoshizawa e colaboradores (2009), ao administrarem em ratos com 5 a 8 semanas de
idade, uma dose Unica do NMU (60mg/kg/ intraperitoneal), diluido em solucdo salina
fisioldgica contendo 0,05% de &cido acético, verificaram o atrofia do timo, baco, nddulos
linfaticos e medula 6ssea. No entanto Goss et al. (2007) dissolveram o NMU em cloreto de
sodio a 0,9% acidificado ao pH4 com é&cido acético 20 minutos antes da administracdo
intraperitoneal em ratas Sprague-Dawley aos 50 dias de idade.

Takami et al. (2010) realizaram a inducdo do cancer em ratos com NMU (40mg/kg)
aos sete dias de idade. Os tumores apareceram a partir da quinta semana da administracdo do
NMU e por palpacao foram identificados tumores na regido toracica e abdominal.

Long et al. (2010) relataram elevada taxa de mortalidade e o desenvolvimento de
exuberantes alteracbes hematoproliferativas no baco incluindo displasia e neoplasia em ratos
tratados com uma Unica dose (75mg/kg) de NMU entre a 7% e 11% semana de idade. A maioria
das mortes foram associadas principalmente a linfomas e neoplasias do trato gastrointestinal.

Em um modelo experimental de céncer mamario, Gal, Baba e Miclaus (2011),
utilizaram duas ragas de ratas aos 37 dias de idade, tais com Sprague Dawley (n=10) e ratos
Wistar (n=9). Os animais receberam uma unica dose (55mg/kg) intraperitoneal de NMU.
Apo6s oito meses de observagdo realizou-se a eutanésia das ratas e foram colhidas amostras
para exame histopatolégico. Concluiram que a raca de rato mais apropriada para 0 modelo
experimental em tela é a Sprague-Dawley visto que a incidéncia foi de 80% nestes animais.
Por outro lado, em ratos Wistar a incidéncia do mesmo tumor foi de 33,3%, no entanto o
NMU gerou uma grande variabilidade de outros tipos de tumores em diferentes tecidos e

orgdos, tais como o nefroblastoma, lipossarcoma, carcinoma das glandulas brénquicas,



hemangiossarcoma, carcinoma epidermoide, carcinoma de glandula sebacea, carcinoma do
pulméo e lipoma.

Em outro experimento Gal, Baba e Catoi (2006) administraram em sete Ratas Wistar
impuberes de 37 dias de idade 55 mg de NMU, em dose unica. Os animais foram mantidos
em Otimas condicdes de temperatura, alimentacdo e higiene durante 14 meses, quando entdo
foram eutanasiados, e foram colhidas amostras para exame histopatoldgico. Deste modo,
foram diagnosticados, carcinoma das glandulas bronquicas, carcinoma das glandulas
sebaceas, nefroblastoma, lipossarcoma, hemangiossarcoma, lipoma, carcinoma escamoso,
carcinoma pulmonar de células pequenas e adenoma mamario. Baseado nestes resultados
concluiram que o NMU poderia induzir varios tipos de tumores em diferentes tecidos nao sé
no tecido mamério.

Nos ultimos anos, a preocupacdo com o bem-estar animal tem sido evidente,
principalmente em relacdo ao uso de animais na experimentacdo cientifica (CLARK;
REGER; CALPIN, 1997). A necessidade de um manejo adequado antes, durante e apds a
execucao de procedimentos em animais de laboratorio é essencial para proporcionar o bem-
estar animal. Considerando a grande utilizacdo de ratos como modelos experimentais nas mais
diversas areas, é fundamental para a qualidade das pesquisas, ensino e testes nos quais estes
animais séo utilizados, conhecer e minimizar as varidveis que poderdo interferir nos

resultados (UEZ, 2005).
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CAPITULO 2 - Pinealectomia em Ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) — Descric&o

de um novo método cirurgico.

RESUMO - A pineal é uma minuscula glandula enddcrina que produz melatonina. Acredita-
se que este derivado da serotonina exerca um efeito supressivo na secrecdo de gonadotrofinas,
e por isso iniba o crescimento e a funcdo das gonadas. Varios estudos tém avaliado a acédo da
pineal em animais experimentais submetidos pinealectomia sob diferentes protocolos
anestésicos, instrumentais cirirgicos e materiais de sutura. Neste estudo avaliou-se a
padronizacdo de um novo método cirargico para pinealectomia em Ratas Wistar a partir do
tempo do ato operat6rio, acesso a pineal, cicatrizacdo e risco de acidentes vasculares e
neuroldgicos no periodo de evolucdo imediato e mediato. Trinta fémeas nuliparas aos 90 dias
de idade foram submetidas a anestesia dissociativa. Apds a tricotomia e assepsia, realizou-se
uma incisdo na pele da linha média dorsal da cabeca. Procedeu-se a craniectomia com um
micromotor e broca de aco PM 03 a partir do 0sso parietal direito, parietal esquerdo, e 0 0SS0
occipital formando uma janela que permitiu a visibilizacdo dos seios venosos, transfixado
com fio de sutura 5-0 ABS Poliglactina montado em agulha e seccionado para acesso a pineal
que foi removida por intermédio de um Férceps Capsula Arruga. O fragmento 6sseo inserido
sem fixacdo e a pele suturada por pontos simples com fio 5-0 ABS Poliglactina. O tempo
médio de 20 minutos do ato cirdrgico transcorreu sem sangramentos e episddios neurol6gicos
evidentes, 0 acompanhamento diario evidenciou padrdo de cicatrizacdo por primeira intencédo
da ferida operatéria e sinais clinicos dentro do padrdo fisiologico. Conclui-se que 0s
aprimoramentos da técnica cirdrgica de pinealectomia sdo aplicaveis em Ratas Wistar.

Palavras-chave: Pineal, Cirurgia, Inovagéo.



Pinealectomy in Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) — Description of a new surgical

method.

ABSTRACT - The pineal gland is a tiny endocrine gland that produces melatonin. It is
believed that this derivative of serotonin exerts a suppressive effect on gonadotropin secretion
and therefore inhibits the growth and function of the gonads. Several studies have evaluated
the action of the pineal, pinealectomy in experimental animals submitted under different
anesthetic protocols, surgical instruments and suture materials. In this study we evaluated the
standardization of a new surgical method to pinealectomy in Wistar Rats from the time of the
surgery, access to the pineal, scarring and risk of vascular and neurological injuries the period
of evolution immediate and mediate. Thirty nulliparous at 90 days old female underwent
dissociative anesthesia. After trichotomy and asepsis, made an incision in the skin of the
dorsal midline of the head. There has been craniectomy with a micromotor drill steel and PM
03 from the right parietal bone, left parietal, and occipital bone forming a window that
allowed visualization of the venous sinuses, transfixed with 5-0 suture needle mounted on
ABS Poliglactina and sectioned to access pineal that was removed by Forceps Arruga
Capsule. The bone fragment inserted without fixation and skin sutured by simple points
thread ABS Poliglactina 5-0. The average time of 20 minutes from the surgery proceeded
without evident bleeding and neurological episodes, the daily monitoring showed by first
intention healing surgical wound and clinical signs in the physiological standard. It is
concluded that the improvements in the surgical technique of pinealectomy are applicable in
Wistar Rats.

Keywords: Pineal, Surgery, Innovation.



1 INTRODUCAO

A pineal é uma minuscula glandula enddcrina que produz melatonina. Acredita-se que
este derivado da serotonina exerca um efeito supressivo na secrecdo de gonadotrofinas, e por
isso iniba o crescimento e a funcdo das gbnadas. Tem despertado o interesse de pesquisadores
sob os mais diversos aspectos. Varios estudos tém avaliado a acdo da pineal em animais
experimentais submetidos pinealectomia sob diferentes protocolos anestésicos, instrumentais
cirurgicos e materiais de sutura. Os dados sobre acBes da pineal sob 0 organismo sao
inimeros, no entanto no que diz respeito ao procedimento cirurgico ainda sao escassos. Sendo
assim existe a necessidade de incrementar os procedimentos cirdrgicos na pinealectomia
como alternativa de manter a fisiologia vascular e neuroldgica, evitar injurias e morte do
animal.

Anatomicamente a glandula pineal tem a forma de um cone de pinha sendo um érgéo
parenquimatoso, derivado do teto diencefalico caudal que se projeta posteriormente no tronco
cerebral (PERES, 1996). A glandula pineal localiza-se abaixo do corpo caloso e
diferentemente das outras glandulas é controlada pelo nucleo supraquiasmatico situado no
hipotalamo, considerado o principal reldgio biol6gico dos mamiferos (REITER et al., 1989).

De origem neuroectodérmica, este pequeno apéndice encefalico mediano é uma
minuscula glandula enddcrina que produz a melatonina. Acredita-se que este derivado da
serotonina ou de algum mediador relacionado, semelhante a um hormonio, exerca um efeito
supressivo na secrecdo de gonadotrofinas, e por isso iniba o crescimento e a funcdo das
gbnadas (CORMACK, 2008).

Andersen & Wolf (1934) além de realizem experimentos com ratos
pinealectomizados, descreveram um estudo critico da literatura com os primeiros estudos do
procedimento cirdrgico em cachorro, ratos, cobais, coelho, pintinho e sapo, desde a primeira

década do século passado.



Com o desenvolvimento das pesquisas envolvendo a glandula pineal procedimentos
cirdrgicos vem sendo realizados (Tabela 1). E de se reconhecer na maioria dos casos 0
problema da rapida hemorragia de forma fatal envolvendo os seios da dura-mater. A técnica
ideal para remocdo da pineal deve-se no estancamento do sangramento, na curta duracdo da
cirurgia, na apresentacdo de uma visdo clara da glandula pineal no local da operacao
facilitando a sua extirpacéo e diminuindo a probabilidade de danos acidentais nas estruturas
neurais adjacentes (KUSZAK & RODIN, 1977).

Tabela 1 - Histérico dos principais autores que descreveram técnicas de pinealectomiade 1934 a 2009

NUMERO FIOS PARA
DE OS SEIOS FIOS PARA A
AUTOR  ANO ANIMAIS CRANIOTOMIA BROCA PINEALECTOMIA VENOSOS PELE
ANDERSEN
E WOLF 1934 125 quadrado lanceta Pinca Néo ligou sem descricdo
DAS
GUPTAE catgut cromado
TERZ 1967 114 quadrado circular  pinga de relojoeiro 7-0 seda 4-0
pinca de relojoeirro
e estereotaxico D.
KUSZAK E brocan® KOPF, TUJUNGA, fio cirtrgico 6- clipes de ferida
RODIN 1977 200 retangular 05 CA 0 MICHEL
EVENCIO- tronco lupa e pinca de
NETO 1998 36 circular conica relojoeiro catgut 5-0 polipropileno 3-0
SOARES
JUNIOR et pinca apropriada e
al. 1999 20 sem descricdo circular estereotaxico sem descricdo sem decricdo
MAGANHIN sem catgut simples
etal. 2009 80 circular descricdo  lupa e pinga curva 5-0 polipropileno 3-0

Este trabalho propde a padronizacdo de uma nova técnica, a partir a padronizacao de
um novo método cirlrgico para pinealectomia em Ratas Wistar a partir do tempo do ato
operatdrio, acesso a pineal, cicatrizacdo e risco de acidentes vasculares e neurolégicos no
periodo de evolugdo imediato e mediato com aplicabilidade de instrumento cirdrgico adaptado

e fio absorvivel ABSPoliglactina (PGLA).



2 MATERIAL E METODOS

E conhecido que as Ratas Wistar convivem em grupos num ambiente bioldgico e s&o
utilizados como animais de experimentacdo, para tanto os procedimentos foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE (Licenca N° 026/2012). As 30
Ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) nuliparas aos 90 dias de idade, adultas-jovens,
passiveis de um procedimento cirargico. Pesando em média 227g foram provenientes do
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sendo realizada as intervencGes cirdrgicas e
observacBes pelo periodo de 01 de maio a 30 de setembro de 2012. Foram operadas e
avaliadas clinicamente nos primeiros 30 dias pds-operatorio.

Distribuidas aleatoriamente em cinco grupos constituido por seis animais, cada grupo
acondicionado em gaiolas de policarbonato com tampa gradeada de metal e forradas com
maravalha de pinus. As Ratas Wistar foram expostas a fotoperiodo de 12 horas de luz
artificial produzida por lampadas fluorescentes, e por 12 horas de escuriddo, com acesso a
agua e racdo, ad libitum. Com a temperatura e a umidade do ambiente controlada
(HARKNESS & WAGNER, 1993).

Clinicamente sadias submetidas a anestesia dissociativa com 75mg/kg de cloridrato de
cetamina’ associada a 10mg/kg cloridrato de xilazina?> a 2% por via intramuscular com
respiracdo espontanea. Posicionadas em decubito ventral sob cama cirurgica adaptada com

seus membros em extensao.

1.VETANARCOL - Konig, Santana de Parnaiba — SP.

2.ANASEDAN - CEVA Salde Animal, Paulinia — SP.



Procedeu-se na area dorsal da cabeca a tricotomia com lamina de aco inoxidavel e a anti-
sepsia com digluconato de clorexidina® a 2% e solucéo fisiolégica de cloreto de sédio* a 0,9%

(Figura 4).

Figura 4 - Fotografia mostrando a Rata Wistar em decudbito ventral evidenciando a
area  cirdrgica apos tricotomia e anti-sepsia

Colocado os campos cirdrgicos, limitando a area operatoria realizou-se na pele, com
bisturi n°04 e lamina n°22, uma incisdo de 2cm na linha média dorsal desde a regido

interorbitaria até a interauricular (Figura 5). A pele rebatida, e assim mantida.

Figura 5 - Fotografia demonstrando a realizacdo da incisdo na pele com o bisturi na
linha média dorsal da cabeca desde a regido interorbitaria até a

3.HANDEX — Saneativo Laboratério Farmacéutico Ltda, Gama - DF

4. FISIOLOGICO 0,9% - Aster Produtos Médicos, Sorocaba SP



Com um micromotor (Motor de Suspensdo Beltec Mini) de baixa rotacdo (RPM
15.000) e uma broca odontoldgica de aco PM 03 acoplada a um mandril, realizou-se a
craniotomia (Figura 6). Retirou-se um fragmento circular da calota de aproximadamente 4mm
de diametro, tendo como ponto central de referéncia o lambda, ou seja, a unido da sutura
sagital com a sutura lambdoéidea. Iniciou-se o procedimento na regido cranial direita no 0sso
parietal, passando para o lado esquerdo, procedeu-se a incisdo do osso parietal, e na regido
mais caudal o osso occipital. Assim diminui os riscos de lesbes encefalicas, pois 0 0sso
occipital apresenta maior resisténcia e localiza-se numa regido de dificil acesso.

As suturas cranianas foram seccionadas sempre apds todos 0s 0ssos craniais, em
virtude da grande vascularizacdo no local, o que dificulta a visualizacdo da area cirurgica e
aumenta o risco de morte. Ap6s a retirada do fragmento 6sseo, e mantido em recipiente

contendo solucdo fisioldgica de cloreto de sodio* a 0,9% a temperatura ambiente.

Figura 6 - Fotografia demonstrando a craniotomia com auxilio do micromotor de
baixa rotagdo e broca de ago PM 03.

Tendo a visibilizagdo da juncdo dos seios venosos - sagital dorsal e transversos em

forma de Y (Figura 7 e 8) - dois fios de sutura 5-0 ABS Poliglactina montados em agulha



foram transfixados, um proximo a confluéncia dos seios e 0 outro mais afastado deste ponto,
de modo que uma vez tracionados, se obteve a ligadura do seio venoso sagital dorsal (Figura

9).

Figura 7 - Fotografia evidenciando o seio venoso sagital dorsal e os transversos
em formade Y. (seta).

Saio venoso sagital dorsal

Seics transvlrsos

Seio reto

Figura 8 - Desenho esquemético mostrando os seios venosos. Destaque para o
seio venoso sagital dorsal (seta).



Figura 9 - Fotografia mostrando a ligadura dos seios venosos (seta).

Usando uma tesoura cirurgica Metzenbaum reta romba 12cm (Figura 10), apropriada
para tecidos moles, procedeu-se uma sec¢do do vaso entre os dois nds, 0 nG proximo a
confluéncia foi flexionado para visualizacdo e pinealectomia por intermédio de um Férceps
Cépsula Arruga de 9,5cm (Figura 11), a pineal fixada em glutaraldeido para confirmacao

histolégica.

Figura 10 - Fotografia mostrando tesoura cirlrgica reta romba 12cm
utilizada no procedimento cirdrgico.

Figura 11 - Fotografia mostrando o Forceps Capsula Arruga empregado na
pinealectomia.



A hemostasia em leito feita por compressdo digital com algoddo odontoldgico
umedecido em solucéo fisioldgica de cloreto de sodio a 0,9%. O fragmento dsseo inserido
sem fixacdo e recoberto com pele suturada em pontos simples com fio 5-0 ABS Poliglactina

(Figura 12).

Figura 12 - Fotografia demonstrando pele suturada em pontos simples com fio 5-0
ABS Poliglactina.

Como medida de prevencao de infeccdo pés-cirargica administrou-se uma Unica dose
de 10mg/kg por via subcutanea de sulfa + trimetropim®. Como reposicdo hidroeletrolitica
imediata administrou-se 2 mL de solucéo fisiolégica de cloreto de sédio* a 0,9% subcutaneo
para cada Rata Wistar. Mantidas por 20 minutos em manta térmica, recolocadas em gaiolas
higienizadas (Figura 13).

Permaneceram em observacdo no periodo de recuperacdo anestésica, avaliadas pelo
retorno dos reflexos abolidos e pela movimentagdo ativa e/ou estimulada (Figura 14).

Examinadas diariamente nos primeiros 30 dias pds- operatorio

5.DIMETOPRIM - Hertape Calier, Juatuba - MG



Figura 13 - Fotografia mostrando Rata Wistar envolvida por uma manta térmica
no periodo imediato pos-cirdrgico.

Figura 14 - Fotografia mostrando as Ratas Wistar em movimentacdo apds a
recuperacdo anestésica.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo meédio de 20 minutos do ato cirdrgico transcorreu sem Ssangramentos e
episddios neuroldgicos evidentes. O exame clinico diario dos animais ndo evidenciou nenhum
comprometimento da ferida operatéria com padrdo de cicatrizacdo por primeira intencdo e 0s
animais apresentaram normalidade de atos fisiolégicos como alimentacdo, defecacdo e
miccao, assim como socializagdo com o grupo. Os achados mostraram que, de modo indireto,
0 ato operatorio ndo afetou o bem-estar e o estado geral das Ratas Wistar. A padronizacéo de
um novo procedimento cirdargico para a pinealectomia foi eficaz no que se refere a auséncia
de 6Obitos durante o procedimento (Tabela 2).

As Ratas Wistar utilizadas apresentaram facil manipulacéo, doceis, recuperacao rapida
do efeito do anestésico e sedacdo, além de se ter uma amostra homogénea. Por outro lado
Massone (1994b) destacou que na escolha do animal a ser empregado em experimentacdo é
necessaria que se leve em consideracgdo a praticidade de manipulacéo, tipo de ensaio bioldgico

e 0 custo operacional.

Tabela 2 - Relagdo entre animais operados e nimero de 6bitos observados no periodo de 01 de maio a 30 de

setembro de 2012
Animais NUmero
Operados 30 (100%)
Vivos 30 (100%)
Obitos 0 (0%)

No tocante ao procedimento anestésico empregado onde as Ratas Wistar foram
submetidas a anestesia dissociativa nos permitiu realizar convenientemente todas as manobras
cirdrgicas e as Ratas Wistar apresentaram boa recuperacdo anestésica. Assim como Massone
(1994b) descreveu os resultados na anestesia em ratos a partir das associacdes anestésicas
entre um agente dissociativo e uma droga de acdo miorrelaxante, analgésica e sedativa,

caracteristicas de neuroleptoanalgesia. Massone (1994a) acrescentou que esta associagdo tem



se consagrado devido a praticidade, pois efetua-se a anestesia com dose Unica por via
intramuscular, alem do que ha permanéncia dos reflexos protetores presentes e o periodo
anestésico e habil.

Para a assepsia da area operada utilizamos digluconato de clorexidina a 2% e solugéo
fisioldgica de cloreto de sodio a 0,9%, que minimizaram os riscos de meningite bacteriana.
N&o utilizamos o aparelho estereotaxico para proceder a pinealectomia por entendermos que
podem ocorre traumatismos, no entanto Kuszak & Rodin (1977) e Soares Junior et al. (1999)
utilizaram em seus procedimentos.

Realizamos a craniotomia sem raspagem prévia do peridsteo, em virtude das suas
funcBes na consolidacdo 6ssea (CORMACK, 2008) tal procedimento foi descartado diferente
de Kuszak & Rodin (1977) e Evéncio-Neto (1998) que ap6s o afastamento da pele realizaram
a raspagem do peridsteo em seus experimentos.

Por possui menor diametro a broca esférica de aco PM 03 acoplada a um mandril ndo
interferiu no encéfalo promovendo a craniotomia sem lesdes neuroldgicas evidentes. Estudo
realizado por Evéncio-Neto (1998) utilizou broca conica, Das Gupta & Terz (1967) e Soares
Junior et al. (1999) uma broca circular.

Padronizamos a forma circular com aproximadamente 4mm de didmetro para o
fragmento da calota craniana, também Evéncio-Neto (1998) e Maganhin et al. (2009),
diferente de Kuszak & Rodin (1977), que uniformizacdo a incisdo retangular, Andersen &
Wolf (1934) e Das Gupta & Terz (1967) procederam de forma quadrangular.

Acondicionamos o fragmento dsseo em solucao fisioldgica de cloreto de sodio a 0,9%
em imersdo por um periodo de cinco minutos permitiu manter os tecidos hidratados,
Evéncio-Neto (1998) empregou algoddo umedecido em solucéo salina a 0,9% em contato com

o fragmento.



O fio ndo absorvivel pode agir como corpo estranho dificultando a cicatrizacdo e
provocando altera¢fes dolorosas na area cirdrgica além de lesdes enceféalicas, prejudicando o
estado geral do animal, por isso na ligadura dos seios venosos utilizamos o fio absorvivel
ABS Poliglactina com auséncia de reacdes tipo corpo estranho ou de eliminagédo, no entanto
Evéncio-Neto (1998) e Maganhin et al. (2009) utilizaram catgut 5-0 simples, Kuszak &
Rodin (1977) fio cirdrgico 6-0 e Das Gupta & Terz (1967) fio de seda 7-0. Andersen e Wolf
(1934) ndo ligaram os seios venosos, provavelmente devido a idade dos animais utilizados em
seu experimento, pois se tratou de ratas com 1-3 dias de idade.

Empregamos a tesoura cirurgica reta romba para sec¢do do seio venoso sagital dorsal,
sem a necessidade da tesoura de iris como Evéncio-Neto (1998).

A pinca de relojoeiro utilizada por Das Gupta & Terz (1967), Kuszak & Rodin (1977)
e Evéncio-Neto (1998) substituida em nosso método cirurgico pelo Forceps Capsula Arruga,
onde a pineal ficou acoplada na cavidade e removida por tensdo direta e rapida sem produzir
alteracOes encefélicas e sem a necessidade da lupa estereoscépica como em Evéncio-Neto
(1998) e Maganhin et al. (2009), e de um estereotaxico como utilizado por Kuszak & Rodin
(1977) e Soares Junior et al. (1999).

A técnica executada com pontos simples na sutura da pele com ABS Poliglactina 5-0
ndo apresentaram tensdo tecidual, outros autores ndo citaram estes aspectos com o Catgut
cromado 4-0 aplicado em 1967 por Das Gupta & Terz, Evéncio-Neto (1998) e Maganhin et
al. (2009) com o polipropileno 3-0 e Kuszak & Rodin (1977) com clipes de feridas 11 mm
Michel.

Em virtude do tamanho da area operatoria e por se tratar de uma regido altamente
sensivel optou-se por realizar a hemostasia em leito com algoddo odontologico, umedecido

em solucéo fisiologica de cloreto de sodio a 0,9%, que é extremamente absorvivel e possui



uma protecao externa que impede a perda de fios, em contra partida o uso de gaze umedecida
foi descrito por Evéncio-Neto (1998).

Para profilaxia contra infecgdes administramos em Ratas Wistar sulfa + trimetoprim
em dose Unica no pos-operatdrio imediato pelo seu amplo espectro de acdo, Soares Junior et

al. (1999) e Maganhin et al. (2009) realizaram a profilaxia com Pentabidtico.



4 CONCLUSOES

O presente estudo ao longo do desenvolvimento experimental permite concluir que os
aprimoramentos da técnica cirdrgica de pinealectomia com as manobras efetuadas
transcorreram sem sangramentos graves e episodios neuroldgicos evidentes, com cicatrizagdo
da ferida operatoria por primeira intencdo e sinais clinicos dentro do padrdo fisiologico.
Tornando o procedimento rapido e eximio na pesquisa cientifica da pinealectomia em Ratas

Wistar.
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CAPITULO 3 — Estudo experimental de Ratas Wistar submetidas a pinealectomia e N-

Nitroso-Methylurea associados ou como agentes Unicos.

RESUMO - O N-Nitroso-N-Methylurea (NMU) tem acdo cancerigena direta, induzindo
tumores em varias espécies em diversos 6rgdos. Objetivou-se estabelecer um modelo
experimental para inducdo de tumores nos ovarios de 36 Ratas Wistar, em 6 grupos,
subdivididas de acordo com a idade. Pinealectomizadas e ndo pinealectomizadas, e NMU
associados ou como agentes unicos. Foram submetidas a pinealectomia aos 90 dias de idade e
evoluiram bem no pds-operatorio. Observamos apés a aplicacdo do NMU, clinicamente que
as Ratas Wistar submetidas a 100mg apresentaram um ganho de peso inferior aos outros
grupos, podendo esta relacionada a presenca da pineal com a dose administrada. Por imagem
tomografica, com énfase na regido dos ovarios, ndo foram diagnosticadas lesées no organismo
animal. Na analise histopatologica por H.E. dos ovérios identificou-se normalidade nas
estruturas teciduais nas camadas cortical e medular, angiogénse, desenvolvimento folicular
em varios estadgios de maturacdo, corpos luteos e deposito de hemossiderina. Mediante 0s
resultados obtidos, o modelo experimental de carcinogénese ovariana em Ratas Wistar,
utilizando o NMU intraperitoneal associado ou ndo a pinealectomia mostrou inviabilidade

pratica neste estudo, devido a auséncia de tumores.

Palavras-chave: cancer, indutor, fémeas.



Experimental study of Wistar rats subjected to pinealectomy and N-Nitroso-associated

Methylurea or as single agents.

ABSTRACT - The N-Nitroso-N-Methylurea (NMU) has direct carcinogenic action ,
inducing tumors in various organs in various species. Objective was to establish an
experimental model for induction of tumors in the ovaries of 36 Wistar rats into 6 groups,
subdivided according to age. Pinealectomizadas not pinealectomizadas and NMU members or
as single agents. Underwent pinealectomy at 90 days of age and progressed well
postoperatively. Observed after application of NMU, clinically the Wistar rats subjected to
100mg showed a weight gain less than the other groups, may is related to the presence of the
pineal to the administered dose. For tomographic imaging, with emphasis on the region of the
ovaries, were undiagnosed lesions in the animal organism. Histologically by H.E. ovaries
were identified in normal tissue structures in the cortical and medullary layers, angiogenesis,
follicle development at various stages of maturation, corpora lutea and hemosiderin deposits.
From the results obtained, the experimental model of ovarian carcinogenesis in Wistar rats,
using with or without pinealectomy intraperitoneal NMU showed practical impossibility in

this study due to the absence of tumors.

Keywords: cancer, inductor, females



1 INTRODUCAO

A taxa de mortalidade por cancer nos ultimos anos vem crescendo em funcédo do
crescimento populacional, processo de industrializacdo e mudangas nos habitos de vida.
Sendo assim, o cancer é considerado um problema de salude publica e, esforgos devem ser
mobilizados para sua prevencao e cura (KAPIL et al., 2004)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 10 milhGes de casos
de cancer surgem a cada ano, causando mais de 6 milhdes de 6bitos, sendo a terceira causa de
morte no Brasil. As estimativas para o ano de 2012 serdo validas também para o ano de 2013
e aponta a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer. Os tipos mais
incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, prostata, pulméo, colon, reto e estdmago
para 0 sexo masculino; e os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, célon, reto
e glandula tiredide para o sexo feminino (INCA, 2011).

As causas primarias ainda ndo estdo muito bem esclarecidas, mas as neoplasias
surgem devido as mutacdes genéticas espontaneas ou induzidas provenientes da exposi¢do do
organismo a varios fatores carcinogénicos, sendo esta acdo classificada em trés categorias, a
carcinogénese biologica, a fisica e a quimica (BARBOSA, 2006), provocando desordem no
ciclo celular, ocorrendo excesso na taxa de proliferagdo e deficiéncia nas taxas de morte
celular. Este processo culmina com a formacdo de agrupamentos de clones de células
neoplésicas, isto é, tumores (FERRARI & TORRES, 2002).

O cancer de ovario é o tumor ginecoldgico mais dificil de ser diagnosticado e o de
menor chance de cura. Cerca de 3/4 dos canceres desse 6rgdo apresentam-se em estagio
avancado no momento do diagndstico. E a neoplasia ginecologica mais letal. Menos da
metade (43%) das mulheres sobrevivem por mais de cinco anos apés o diagndstico de cancer

de ovario. A maioria dos tumores de ovario sdo carcinomas epiteliais, ou seja, cancer que se



inicia nas células da superficie do 6rgdo ou tumor maligno de células germinativas (INCA,
2012).

A maioria dos tumores induzidos por 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) sao
benignos, e devem ser classificados como fibroadenomas (McCORMICK & MOON, 1965).
Além disso, ndo fazem metéstase, com as limitacbes com o uso do modelo de DMBA
conduziu a uma procura para um carcinégeno mamario mais efetivo que induzisse tumores
que sdo quase exclusivamente carcinomas. Em 1975, esta procura culminou com a introducéo
do N-Nitroso-N-methylurea (NMU) como indutor de tumor mamario (GIULLINO,
PETTIGREW & GRANTHAM, 1975).

Considerando o potencial cancerigeno do NMU, o presente trabalho propde a
caracterizacdo clinica e histologica de seus efeitos sobre as células ovarianas de Ratas Wistar
pinealectomizadas e ndo pinealectomizadas submetidas a doses variadas deste carcin6geno
em diferentes idades, tendo em vista a analise do modelo experimental para posteriores

estudos de agentes potencialmente ativos para o tratamento do cancer.



2 MATERIAL E METODOS
Animais e CondicGes de Alojamento

Todos os procedimentos experimentais envolvendo a utilizagdo de animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE (Licenca N°
026/2012).

As Ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) nuliparas aos 90 dias de idade, adultas-
jovens, passiveis de suportar um procedimento cirurgico. Pesando aproximadamente 227¢g
foram provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sendo realizado as intervengoes
cirurgicas e observacdes pelo periodo de 01 de maio a 30 de setembro de 2012. Todos os
animais foram operados e avaliados clinicamente nos 30 dias pds-cirurgico.

Distribuidas aleatoriamente em grupos formados por seis animais, no qual cada grupo
foi acondicionado em gaiolas de policarbonato com tampa gradeada de metal e forradas com
maravalha de pinus.

» Grupo | — Ratas pinealectomizadas aos trés meses de idade (n=6)

» Grupo Il — Ratas pinealectomizadas aos trés meses de idade e ap6s 30 e 60 dias
submetidas a inducdo tumoral (NMU) (n=6)

» Grupo Il — Ratas induzidas com o0 NMU aos quatro e cinco meses de idade (n=6)

* Grupo IV — Ratas pinealectomizadas aos trés meses de idade e apds 30 dias
submetidas a indu¢do tumoral (NMU) (n=6)

* Grupo V — Ratas induzidas com o NMU aos 30 dias de idade (n=6)

» Grupo VI - Controle (n=6)
As Ratas Wistar foram expostas a fotoperiodo de 12 horas de luz artificial produzida

por lampadas fluorescentes, e por 12 horas de escuriddo, com acesso a agua e ragdo, ad



libitum. Com a temperatura e a umidade do ambiente controlada (HARKNESS & WAGNER,

1993).

Inducéo quimica tumoral

As Ratas Wistar dos grupos I, Il e IV aos 90 dias de idade foram submetidas a
pinealectomia. Ap6s 30 dias de observacdes diarias administrou-se 0 NMU* ,de acordo com
cada grupo. A partir da diluicdo em 3 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) de 2g de NMU foi
obtida uma solucéo de concentracao igual a 0,6mg/uL, armazenada em eppendorfs contendo
aliquotas de 100uL. Para cada animal foram calculadas as doses da solucdo estoque do NMU
completando com tampéo PBS para uma solucéo final de 1 ml.

Como medida de seguranca equipamentos de protecdo individual foram usados
durante todo procedimento de manipulacdo com o agente indutor tumoral. Assim como para o
descarte dos utensilios, confeccionado um tambor de 100L com camadas de 10cm de
materiais diferentes onde uma camada de argila isolou o fundo do tambor, acima uma camada
de p6 de serra para absorcao das substancias na forma liquida e carvao vegetal para absorcéo

das volateis (Figura 15).

Estudos Clinicos
Durante os primeiros 30 dias p6s-operatério, examinadas clinicamente quanto ao seu
estado geral e cicatrizacdo da ferida cirdrgica. A partir da administracdo do NMU cada animal

foi pesado duas vezes por semana para uma analise ponderal do ganho de peso.

1. SIGMA-ALDRICH, EUA.



iE 3
Figura 15 — A: Fotografia do tambor utilizado para descarte dos produtos e
utensilios ap6s a indugdo quimica. B: Camada de argila no
fundo do tambor. C: P6 de serra adicionado acima da argila.
D: Carvéo vegetal na camada mais superficial.

Tomografia Computadorizada

Apobs serem transportados para uma Clinica Veterinaria Especializada (FOCCUS —
Recife- PE) os animais foram anestesiados com associacdo de cloridrato de cetamina® (75
mg/kg) e cloridrato de xilazina® (10 mg/kg) por via intramuscular e submetidos ao exame
tomografico posicionados em decubito ventral e organizados por grupos enfileirados sob a
mesa do tomografo. Inicialmente o corpo do animal foi exposto a emissdo de feixes de raios-
X, em seguida houve a coleta de imagens sequenciais em “fatias” de todo corpo do animal.
Os exames de tomografia computadorizada foram obtidos a partir do aparelho GE Hi-speed
FXI.

2.VETANARCOL - Konig, Santana de Parnaiba — SP.

3.ANASEDAN - CEVA Salde Animal, Paulinia — SP.



Estudo Histopatoldgico

Aos 11 meses de idade as Ratas Wistar foram eutanasiadas por inducdo a parada
cardio-respiratéria com 20mg/kg de cloridrato xilazina® a 2% por via intramuscular associada
a uma méascara com algod&o (imido em isoflurano®. De todos os animais foram coletados os
ovarios, sendo acondicionados em solucdo de formol tamponado a 10% por 48hs e destinados
a confeccdo de laminas histologicas. Os fragmentos foram submetidos a clivagem, sendo em
seguida processados de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina,
cortados em micrétomo a 5um e corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.) segundo
metodologia descrita por Behmer, Tolosa & Freitas Neto, (1976). As andlises das laminas
foram realizadas em microscépio optico.

Todo processamento para microscopia Optica foi realizado nos Laboratorios de
Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal e do Laboratério de
Histologia Departamento de Medicina a Veterinaria, ambos da Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

Anélise Estatistica
Realizou-se um estudo descritivo que tem como fundamento descrever o perfil dos
parametros observados. Os resultados obtidos no histopatoldgico foram analisados pelo teste

de G com Correcao de Williams.

4. ISOFORINE - Cristéalia, Itapira - SP.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A padronizacao de um novo procedimento cirargico para a pinealectomia foi eficaz no
que se refere a auséncia de Obitos durante o procedimento da pinealectomia. As Ratas Wistar,
foram de facil manipulacdo, doceis, apresentaram recuperacdo rapida do efeito dos
anestésicos, além de ser um animal de facil disponibilidade, sendo possivel a aquisi¢do de
uma amostra muito homogénea através do Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, considerando-se estudos de Massone (1994), quando afirmou que a
escolha do animal a ser empregado em experimentacdo cientifica € importante, pois é
necessario que se leve em consideracdo a praticidade de manipulacdo, tipo de ensaio
bioldgico e o custo operacional.

O comportamento do quadro clinico-cirdrgico dos animais ndo evidenciou nenhum
comprometimento da ferida operatéria com padréo de cicatriza¢do por primeira intencdo. O
quadro clinico se manteve e 0s animais apresentaram normalidade de atos fisiol6gicos como
alimentacdo, defecacdo e micgdo, assim como socializacdo com o grupo. Os achados
mostraram que, de modo indireto, o ato operatério ndo afetou o estado geral dos animais.

Conseguimos confirmar que a diluicdo do NMU em Dimetilsulfoxido (DMSO), e para
cada animal calculadas as doses da solucdo estoque completando com tampdo PBS néo
desenvolveram tumores no organismo animal. Tarso et al. (2011) diluiu 0 NMU em DMSO,
por via oral, no entanto o modelo experimental ndo mostrou viabilidade préatica para
carcinogénese gastrica. Anisimov (1988) sintetizou 0 NMU a uma pureza de 99% e dissolveu
em citrato contendo 0,8% de NaCl, administrou via endovenosa em Ratas com trés meses de
idade e 15 meses de idade, obteve tumores ovarianos benignos e malignos com maior

incidéncia nos animais jovens.



Na figura 16 é possivel ver o ganho médio de peso dos animais do grupo Il (241g-
248,839), 11l (202g-2309) e IV (238,49-248). Observa-se que as Ratas Wistar do grupo IlI
tiverem um ganho de peso inferior aos demais grupos a partir da administracdo do NMU,
podendo a presenca da pineal (SOARES JUNIOR, 1999) associada as 100mg administrada
terem influenciado nestes resultados. Em Tarso et al. (2011) o peso médio inicial foi de 346,

com ganho de peso corporal por semana menor no ratos que desenvolveram cancer.
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Figura 16 — Ganho médio de peso das Ratas Wistar do grupo II, Il e IV.

Em virtude das caracteristicas anatbmicas e topograficas dos ovarios o diagnéstico por
imagem de neoplasia muitas vezes acontece em estagios avancados da doenca, o que reflete
diretamente no progndstico. Por imagem tomografica, com énfase na regido dos ovarios, ndo
foram diagnosticadas lesGes no organismo animal (Figura 17 e 18). A tomografia
computadorizada auxilia nas linhas de pesquisa levando tanto ao conhecimento da anatomia
quanto a doenca, possibilitando um diagndstico mais preciso e um tratamento mais adequado
(PAULUS et al., 2000).
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Figura 17 — Imagem tomografica da cavidade torécia, auséncia de massa tumoral. Visualizagdo de
costelas, coluna vertebral, coragdo e pulméo.
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Figura 18 — Imagem tomogréfica da cavidade abdominal, auséncia de massa tumoral. Visualizagéo de
alcas intestinais e coluna vertebral.



Na andlise histopatoldgica por H.E. dos ovarios identificou-se normalidade nas
estruturas teciduais nas camadas cortical e medular, angiogénese, desenvolvimento folicular
em varios estagios de maturacao, corpos luteos e depdsito de hemossiderina (Figuras 19 e 20).
Os cortes revelaram foliculos ovarianos limitados externamente por um material colagenoso,
entremeados por vasos na sua regido medular. Limitado por um epitélio simples cubico
(Figuras 21 e 22).

A hemossiderina consiste em um tipo de pigmentacdo acastanhada, decorrente da
hemoglobina. E evidenciada pelo acimulo de ferro no interior das células de forma granular
ou cristalina ocasionadas por grandes ou pequenas hemorragias seguidas por congestdo
vascular grave (KUMAR, ABBAS & FAUSTO, 2005). Frequentemente sdo encontrados
depdsitos de hemossiderina no corpo albicans (Kihnel, 2005). Contudo este achado ndo
apresenta relacdo com os procedimentos carcinogénicos utilizados, de acordo com o teste G
(22,14) ajustado com Correcdo de Williams. Tendo ocorréncia tanto em grupos tratados (I, 11,
Il e IV) como no controle (IV). No entanto o grupo V submetido apenas a 50mg do NMU
néo foi diagnosticada.

Estudos de Jones, Hunt & King (2000), escreveram a ocorréncia de hemossiderina em
corpos hemorragicos ovarianos em processo de regressdo causados pela hemolise num nivel
excessivo, ou em decorréncia da congestdo passiva cronica. Cambruzzi e colaboradores
(2009) descreveram achados microscpicos em edema maci¢o de ovario a presenca de alguns
macrdfagos vacuolados fagocitando hemossiderina. Jones, Hunt & King (2000) afirmaram
que a hemossiderina é habitualmente encontrada no interior de macrofagos.

Felippe-Junior (2013) explicaram que se por um lado a falta de ferro provoca anemia,
0 Seu excesso aumenta a probabilidade das pessoas adquirirem Vvarios tipos de doencas tais
como: cancer, infarto do miocérdio e infec¢do de repeticdo. Fatos comprovados por trabalhos,

muito bem elaborados, que mostram evidéncias concretas. A falta de ferro € mais comum nas



criancas e na mulher que menstrua e 0 seu excesso acontece nos adultos, nos idosos e na

menopausa.

Figura 19 — Fotomicrografia de fragmento de ovario no qual se vé um epitélio de revestimento
simples cubico (E). Na regido cortical a tunica albuginea (T) e foliculos em varias
fases de maturacéo (). Depésito de hemossiderina multifocal (H). Regi&o medular
com inGmeros vasos sanguineos (M). Mesovario limitando externamente (ML) (H.E.
40X).

Figura 20: Fotomicrografia de fragmento de ovario no qual se vé na regido cortical quatro corpos

luteos (%), um foliculo maduro (). Regifo medular vascularizada entremeada por
tecido conjuntivo frouxo (M). Mesovério limitando externamente (ML) (H.E. 40X).



Figura 21: Fotomicrografia de fragmento de ovario no qual se vé na regido cortical trés corpos
lateos (*), 0 maior com células de nucleo picnético e citoplasma vacuolizado em

degeneracédo. Depésito de hemossiderina multifoca (+). Foliculos em maturacéo (<€)
(H.E. 40X).
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Figura 22: Fotomicrografia de fragmento de ovario no qual se vé um epitélio de revestimento
simples cubico (E) seguido da tinica albuginea delimitada (T). Na regido cortical dois
foliculos antrais (). Trés corpos lateos (X), um com hemossiderina (+). Regido
medular com inimeros vasos (M). Externamente fimbrias da tuba uterina (F)(H.E.
100X).



4 CONCLUSOES

Em virtude da normalidade no diagnostico por imagem e histolégico o modelo
experimental de carcinogénese, com énfase dos ovarios, em Ratas Wistar, utilizando o NMU
intraperitoneal associado ou ndo a pinealectomia mostrou inviabilidade pratica neste estudo,
devido a auséncia de tumores. E necessario o refinamento e otimizacdo do modelo
experimental de agentes indutores tumorais ovarianos assim como pesquisas com a glandula

pineal para que tratamentos antitumorais sejam estabelecidos.
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“e 0 seu semblante ja ndo era triste.”

| Samuel 1: 18



