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Resumo:

O cancer de mama € a principal causa de
morte em mulheres entre 40-55 anos e as
taxas globais sao até cinco vezes maiores em
paises desenvolvidos. A industrializagdo leva
ao aumento da exposicdo noturna a luz que
suprime a melatonina, horménio que exerce
efeitos oncostaticos e antioxidantes no
organismo. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito da melatonina sobre carcinogénese
mamaria em ratas expostas ao modelo de
dessincronizacéo circadiana. A carcinogénese
foi induzida por 7,12-dimetilbenz[a]antraceno
(DMBA) em 39 ratas Sprague-Dawley (41-46
dias). Os animais foram distribuidos em quatro
grupos: ciclo claro/escuro de 12/12h sem
intervencdo, 12/12h com melatonina, 11/11h
sem intervencdo e 11/11h com melatonina.
Ap6s 8 semanas, o desenvolvimento tumoral
ocorreu em 32 animais. A melatonina teve
efeito benéfico na multiplicidade tumoral, grau
histolégico, tamanho do tumor e peso corporal.
O modelo de dessincronizagdo dos ritmos
circadianos ndo teve efeitos sobre a
carcinogénese mamaria.
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Introducao:

O cancer de mama é o tipo mais
comum de malignidade em mulheres e a
principal causa de morte em mulheres de 40 a

55 anos'. As taxas de incidéncia e mortalidade
estdo aumentando a nivel mundial, embora
existam variagbes substanciais entre o0s
paises; a freqiiéncia de cancer de mama é até
cinco vezes maior em paises desenvolvidos:.

Estudos epidemiolégicos relataram
aumento do risco de cancer de mama em
trabalhadores de turno do sexo femininos.
Aproximadamente 15 a 20% da populacéo
trabalhadora das nacdes industrializadas esta
envolvida no trabalho noturno permanente ou
no trabalho por turnos, atividades que
interrompem o ciclo natural do sono-vigilia,
podendo ser um dos fatores subjacentes do
aumento das taxas de cancer de mama no
mundo, além de levar a mudancas nos
padrbes alimentares e nas rotinas sociais e
familiares>. A Agéncia Internacional de
Investigagéo sobre o Cancer (IARC) classificou
recentemente que o trabalho de turnos, como
provavel indutor carcinogénico para 0s seres
humanoss#s,

A exposi¢do a luz noturna pode levar a
perturbacfes do relogio biolégico
(cronodisrupgdo), como a dessincronizagao
dos ritmos circadianos*». Este fenbmeno &
explicado pela supressdo da melatonina
enddgena devido a exposi¢ao noturna a luz=.

A melatonina é o principal hormonio
secretado pela glandula pineal, exerce efeitos
oncostaticos e antioxidantes e esta envolvida
no controle do ciclo celular, da funcéo imune e
dos hormdnios esterdides=. Sua
producdo varia de acordo com a intensidade e
espectro da fonte luminosa, bem como com a
duracdo da exposicdo.. Considerando estas
variaveis, a sintese de melatonina pode
ocorrer em um ritmo mais lento ou até mesmo
ser totalmente inibida durante a noitex.

A supresséo da melatonina noturna interfere
no controle do ciclo celular, potencia a
imunossupressdo e influencia os hormonios
esterdides, que estdo diretamente envolvidos
na carcinogénese mamaria.
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Diante desses mecanismos, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da melatonina sobre
0 desenvolvimento de tumores mamarios em
ratas fémeas expostas ou ndo ao modelo de
dessincronizacéo circadiana.

Metodologia:

Animais: A amostra do estudo compreendeu
39 ratas Sprague-Dawley (41-46 dias, peso
147,85 + 13,39 g). Todos os animais foram
mantidos em ambiente climatizado
(temperatura ambiente 22-24°C, umidade
relativa 55-65%) e acesso a agua e comida ad
lib. Os animais  foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: 12/12h sem
melatonina (12/12-CL), 11/11h sem melatonina
(11/11-CL), 12/12h com melatonina (12/12-
MEL) e 11/11h com melatonina (11/11-MEL).

Ciclo claro/escuro: As experiéncias
foram conduzidas durante um periodo de 61
dias. No dia 1, os animais foram expostos ao
carcinbgeno e iniciou-se 0 modelo de
dessincronizacao nos grupos 11/11,
submetidos a um ciclo claro / escuro de 11/11
horas, como descrito anteriormente Por
Cambras et al=. Os animais nos grupos 12/12
foram mantidos num ciclo claro / escuro de
12/12 horas (fase clara de 07:00 a 19:00).

Inducdo de céncer: A carcinogénese foi
induzida por meio de administragdo intra-
gastrica de uma dose Unica de 20 mg de
DMBA em 1 mL de 6leo de soja=.

Tratamento: Os animais nos grupos
tratados receberam 10 mg/Kg de melatonina
em 1 mL de hidroxietilcelulose a 1% uma vez
por dia, administrado por gavagem 3 horas
antes do inicio da fase escura. Os animais nao
tratados receberam apenas 1% de
hidroxietilcelulose uma vez por dia, no mesmo
horario e através da mesma via.

Avaliagcdo da indugdo: Para monitorar o
desenvolvimento e crescimento do tumor, as
glandulas mamarias foram palpadas uma vez
por semana, por um investigador experiente
cego para a distribuicdo do grupo. O peso
corporal foi medido duas vezes por semana.
No dia 61, todos as ratas foram submetidos a
eutanasia numa camara de CO,, dissecadas, e
tiveram os tumores mamarios ressecados. As
dimensdes do tumor (largura [W], comprimento
[L] e espessura [T]) foram medidas com
calibradores, e o tamanho do tumor foi
calculado usando a férmula W/2L/21r.

Histologia: Os espécimes dos tumores
foram fixados em formaldeido a 10%,
colocados em laminas histologicas, corados
com hematoxilina e eosina (H & E) e
examinados em microscopia 6ptica. O sistema
de nomenclatura de Annapolis foi utilizado
para a classificacéo de tumores.

Anadlise estatistica: Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo. O
teste t de Student e o teste qui-quadrado (x?)
foram utilizados para o célculo das diferencas
entre grupos. Valores p < 0,05 foram
considerados significativos. Todas as analises
estatisticas foram realizadas em SPSS 18 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

Resultados e Discusséo:

O desenvolvimento tumoral ocorreu como
esperado. Oito semanas apos a administracao
do DMBA, 32 animais (82,05%) tinham pelo
menos um tumor mamario palpavel, para um
total de 73 tumores (média 1,87 + 1,79
tumores por animal). O primeiro tumor foi
detectado no dia 35. Nenhum animal
apresentou qualquer evidéncia de metastase
no exame post-mortem.

O peso corporal também foi avaliado neste
estudo. Embora a unica diferenca significativa
neste parametro tenha sido observada entre
0s grupos 12/12-CL e 11/11-CL, e mesmo
assim, somente nas semanas 6 e 8 (t = -2.180,
p = 0043 e t = -2,121, p = 0,048
respectivamente ), a partir da semana 3 em
diante, o peso corporal no grupo 11/11-CL
excedeu o de todos 0s outros grupos e
permaneceu maior até o final do experimento.
Cabe salientar que a maior alteracdo foi
detectada em animais nao tratados; ratas no
grupo 11/11-CL tiveram um aumento de peso
de 71,29% durante o periodo experimental,
contra 56,93% no grupo 12/12-CL, 52,56% no
grupo 12/12-MEL e 62,52% no grupo 11/11-
MEL.

Houve diferencas significativas no numero
de tumores desenvolvidos entre o grupo 12/12-
CL e os dois grupos de intervengao (12/12-
MEL: t = 2,527; p = 0,028; 11/11-MEL: t =
2,603, p = 0,019).

O exame histolégico revelou 58 neoplasias
intraepiteliais mamarias (MIN) (79,45%) e 15
adenocarcinomas (20,55%). A metaplasia
escamosa foi identificada em trés casos (dois
MIN e um adenocarcinoma). Dos 32 ratos
(82,05%) que desenvolveram tumores, 11
(28,21%) tiveram pelo menos um
adenocarcinoma. Houve diferencas
significativas entre os grupos na distribuicdo
de subtipos tumorais histoldgicos (p = 0,024).

Quando os tumores foram estratificados por
ordem de diagnéstico (com o primeiro tumor
diagnosticado com o identificador "Tumor 1", o
segundo tumor diagnosticado com o rotulo
"Tumor 2", etc.), houve diferencas
significativas no subtipo histolégico entre
Tumor 1 e Tumor 2 (p = 0,049 e p = 0,043,
respectivamente). O teste t de Student
mostrou uma reducao significativa no numero

2
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de adenocarcinomas como Tumor 2 no grupo
12/12-MEL em comparagdo com O grupo
12/12-CL (t = 2,869, p = 0,010).

Houve também diferencas significativas no
tamanho do tumor 2, com tumores maiores no
grupo 12/12-CL (127,45 + 154,03) em
comparagao com o grupo 12/12-MEL (21,28 +
35,60) e o grupo 11/11-MEL (19,14 + 29,88), T
= 2,124, p = 0,048 e t = 2,069, p = 0,054,
respectivamente).

Conclusdes:

Neste estudo, a terapia com melatonina
produziu resultados benéficos. Os animais no
grupo 12/12-MEL e 11/11-MEL desenvolveram
significativamente menos tumores mamarios
do que 0s animais nos grupos sem melatonina,
independentemente do fotoperiodo. O modelo
de dessincronizacdo circadiana utilizado néo
teve efeito sobre a multiplicidade tumoral,
como demonstrado pelos resultados
estatisticamente semelhantes entre 0s grupos
11/11-CL e 12/12-CL (t = 0,104; p = 0,918),
isso sugere que talvez ele ndo tenha sido
capaz de causar uma dessincronizacdo (ou
“cronodisrupgdo”) robusta o bastante para
algum efeito sobre a carcinogénese. Ja o
efeito protetor visto a partir da melatonina pode
ser explicado por suas propriedades
imunossupressoras e de remocgéo de radicais
livres, bem como pela expressdo aumentada
do gene supressor de tumor p53-.

A melatonina retarda significativamente
a progressao do tumor. No presente estudo, 0s
tumores progrediram menos agressivamente
em animais tratados com melatonina. Do ponto
de vista histologico, houve diferencas
significativas entre 0s grupos, com 0sS
desfechos mais favoraveis encontrados no
grupo 11/11-MEL (maior niamero de animais
sem tumores e maior reducdo nos tumores in
situ). O grupo sem 12/12-CL obteve
significativamente mais animais com tumores
invasivos que todos 0s outros grupos, e todos
0s animais do grupo tinham pelo menos um
tumor. Nesta amostra, a melatonina retardou a
progressao histolégica de tumores mamarios.

A andlise revelou que grande parte dos
animais dos grupos tratados com melatonina
ndo conseguiram desenvolver tumores, e que
estes grupos também tinham as taxas mais
baixas de adenocarcinoma. A analise do
segundo tumor diagnosticado reforca a nossa
hipétese em que o0s animais no grupo 12/12-
CL tinham tumores significativamente maiores
em comparagdo com 0S animais nos grupos
de melatonina. A melatonina exerce efeitos
sobre a divisédo celular e pode inibir a mitose,
retardando parcialmente o inicio da metafase=.

Os efeitos oncostaticos da melatonina
observados no presente estudo reforcam a
validade dos ensaios clinicos da melatonina
como terapia adjuvante em pacientes com
cancer de mama, bem como a pesquisa de
seus efeitos preventivos, tendo em vista o
baixo custo e a facilidade de uso desse
agente. O uso clinico de melatonina para fins
preventivos ainda requer estudos para
confirmar a sua seguranca e eficacia, que, se
determinado, faria a melatonina profilactica
uma intervencao facil de usar para mulheres
em risco de cancer de mama devido a
exposi¢cdes ocupacionais, como trabalho por
turnos ou permanente trabalho noturno.
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