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RESUMO 

 

A cidade de Guarapari é bem conhecida pela presença de areia monazítica em suas 

praias. As areias monazíticas presentes nas areias da praia de Meaípe é uma fonte 

de radiação natural associada a diversos efeitos na saúde dos habitantes. Contudo, 

este é o primeiro estudo científico que avalia os efeitos biológicos da radiação da 

praia de Meaipe, bem como os efeitos cancerígenos dessa areia. Nesta 

investigação avaliamos os possíveis efeitos da radiação natural (3,61 μSv/h) emitida 

pelas areias monazíticas de Guarapari, sobre o desenvolvimento do câncer de 

mama em ratas Wistar por meio de um simulador físico de radiação gama construído 

com areias retiradas da praia de Meaípe. Induzimos o câncer com 7,12-

dimetilbenzantraceno (DMBA), administrado por gavagem em ratas virgens e 

avaliamos o peso corporal, ciclo estral e pressão arterial durante o experimento. 

Após 26 semanas de indução ao câncer analisamos a morfologia, inflamação, níveis 

de estrogênio e estresse oxidativo. Além disso, identificamos e classificamos as 

lesões no 4º par da glândula mamaria. A exposição à radiação liberada pelas areias 

monazíticas apresentou alterações antropométricas nos dois primeiros meses de 

experimentos dos grupos expostos a radiação e/ou induzidos ao câncer. A radiação 

não causou alterações na pressão arterial sistólica e diastólica. Todas as ratas do 

estudo apresentaram todas as fases do ciclo estral e as ratas expostas a radiação, 

apresentaram pequenas alterações na avaliação do ciclo tanto no início quanto no 

final. Os dois grupos expostos a radiação apresentaram níveis de estrogênio 

circulante maiores e menor deposição de colágeno no tecido adiposo. Não 

percebemos alterações na avaliação da inflamação por meio do número de 

mastócitos e nem alterações no estresse oxidativo avaliado pelo Dihidroetídio 

(DHE). Observamos o desenvolvimento morfológico anormal da mama, com 

reduzido número de botões terminais (terminal end buds-TEBs), terminais 

alveolares (AB) e lóbulos nas mamas das ratas induzidas ao câncer sem exposição 

à radiação ionizante. Além disso, as ratas induzidas ao câncer e expostas a radiação 

ionizante, apresentaram menor número de lesões cancerígenas quando 

comparadas ao grupo que foi induzido ao câncer sem exposição à radiação. Nossos 

dados mostram que a exposição continua de ratas wistar a radiação gama natural 

foi capaz de aumentar o número de glândula mamaria sem alterações cancerígenas, 

além de impedir o desenvolvimento de lesões classificadas como cribiforme. Dessa 



 

 

 
 

forma, novos experimentos são necessários para determinar com mais precisão 

quais os efeitos benéficos da radiação das areias da praia de Meaipe na prevenção 

do câncer de mama.  

Palavras-chaves: câncer de mama, radiação gama, DMBA, simulador físico de 

radiação gama, Guarapari. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

ABSTRACT 

The city of Guarapari is well known for the presence of monazitic sand on its beaches. 

The monazitic sands present in the sands of Meaípe beach are a source of natural 

radiation associated with several effects on the health of the inhabitants. However, 

this is the first scientific study that evaluates the biological effects of radiation from 

Meaipe beach, as well as the carcinogenic effects of this sand. In this investigation, 

we evaluated the possible effects of natural radiation (3.61 μSv/h) emitted by the 

monazite sands of Guarapari, on the development of breast cancer in female Wistar 

rats, using a gamma radiation physical simulator built with sand taken from the beach 

of Meaipe. We induced cancer with 7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA), 

administered by gavage in virgin rats and evaluated body weight, estrous cycle and 

blood pressure during the experiment. After 26 weeks of cancer induction, we 

analyzed morphology, inflammation, estrogen levels and oxidative stress. In addition, 

we identified and classified the lesions in the 4th pair of the mammary gland. 

Exposure to radiation released by monazite sands showed anthropometric changes 

in the first two months of experiments in groups exposed to radiation and/or induced 

to cancer. Radiation did not cause changes in systolic and diastolic blood pressure. 

All the rats in the study showed all phases of the estrous cycle and the rats exposed 

to radiation showed small changes in the evaluation of the cycle both at the beginning 

and at the end. The two groups exposed to radiation had higher circulating estrogen 

levels and lower collagen deposition in adipose tissue. We did not notice changes in 

the assessment of inflammation through the number of mast cells, nor changes in 

oxidative stress assessed by Dihydroethidium (DHE). We observed the abnormal 

morphological development of the breast, with reduced number of terminal buds 

(terminal end buds-TEBs), alveolar terminals (AB) and lobules in the breasts of rats 

induced to cancer without exposure to ionizing radiation. Furthermore, the rats 

induced to cancer and exposed to ionizing radiation had a lower number of cancerous 

lesions when compared to the group that was induced to cancer without exposure to 

radiation. Our data show that the continuous exposure of Wistar rats to natural 

gamma radiation was able to increase the number of mammary glands without 

cancerous changes, in addition to preventing the development of lesions classified 

as cribriform. Thus, new experiments are needed to determine more precisely the 



 

 

 
 

beneficial effects of radiation from the sands of Meaipe beach in the prevention of 

breast cancer. 

Keywords: breast cancer, gamma radiation, DMBA, gamma radiation physical 

simulator, Guarapari. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O câncer de mama é uma das principais causas de morbidade e mortalidade 

feminina (GLOBOCAN 2020), sendo o segundo tipo de câncer mais comum no 

mundo. Estima-se que o crescente aumento no número de casos de pessoas 

acometidas com câncer no mundo inteiro, se dá principalmente pelo crescimento e 

envelhecimento da população, dentre outros fatores. Diante disso, a prevenção do 

câncer é um dos problemas mais significativos em saúde pública do século XXI.    

Devido as diversas morfologias e fenótipos moleculares evidenciados nos tumores 

mamários, o câncer de mama não é uma doença singular, e sim um grupo 

heterogêneo de doenças que se apresentam com diversas respostas a terapia, 

probabilidade de recaída e sobrevivência geral em pacientes classificados com o 

mesmo tipo de tumor  (Abreu & Koifman, 2002; SAÚDE & (Fiocruz), 2018; SILVA et 

al., 2017). De cordo com a morfologia do tumor, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), em conjunto com o American Joint Committee on Cancer (AJCC) e o 

National Cancer Institute (NCI), classificou as neoplasias mamarias em mais de 20 

tipos (figura 1) com exceção do carcinoma medular(POURTEIMOOR et all., 2016; 

SINN, KREIPE, 2013). 

 

Figura 1: classificação histológica dos tumores mamários malignos segundo American Joint 
Committee on Cancer(AJCC) e o National Cancer Institute (NCL) 2015. Fonte: 
http://www.cancer.gov e https://cancerstaging.org. 

https://cancerstaging.org/
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O câncer de mama é originado no tecido mamário, mais comumente no epitélio 

ductal (83%) e lobular (13%) (MA et al., 2018; ACS, 2017a). O tumor mamário pode 

comumente diferir bastante nos níveis histológicos e moleculares entre os 

portadores de doença e até mesmo dentro de um único tumor. Com base em suas 

características histológicas, os tumores de mama são amplamente divididos em dois 

subtipos, carcinoma de mama pré-invasivo ou in situ e carcinoma de mama invasivo. 

O carcinoma in situ é classificado em ductal ou lobular. O ductal é subclassificado 

de acordo com as características do tumor em cinco subtipos: comedo, cribforme, 

micropapilar, papilar e sólido (SAÚDE & (Fiocruz), 2018; SILVA et al., 2017).   

Os carcinomas invasivos são um grupo heterogêneo de tumores, com subtipos 

histológicos que constituem 5% de todas as lesões e incluem ductal infiltrante, 

carcinoma lobular invasivo, ductal /lobular, mucinoso, tubular, medular e papilar. O 

tipo mais comum, com cerca de 70 a 80% de todas as lesões invasivas, é o ductal 

infiltrante que ainda é subdividido em bem diferenciado, moderadamente 

diferenciado ou pouco diferenciado com base nos níveis de pleomorfismo nuclear, 

glandular, formação de túbulo e índice mitótico (LESTER SC et al., 2009).   

A mama é uma glândula caracterizada como dependente de hormônios (JENSEN 

E JORDAN, 2003). Assim, além da classificação morfológica, o tumor mamário é 

classificado de acordo com receptores hormonais, de crescimento e marcadores de 

proliferação (RUSSO & RUSSO, 2004; PEROU et al., 2011; POURTEIMOOR et al., 

2016; DAÍ et al., 2016).  O hormônio estrogênio é o principal responsável pela 

proliferação do epitélio mamário normal e cancerígeno por isso, os tumores são 

classificados de acordo com a ausência ou presença de receptores: ER (receptor 

de estrogênio) PR (receptor de progesterona) e HER2 (fator de crescimento 

epidérmico humano) (Said et al., 2016).  

 

De acordo com esses receptores, o tumor pode ser classificado como: Luminal A 

(ER e / ou PR positivo e HER2 negativo); Luminal B (ER e / ou PR positivo e HER2 

positivo); enriquecido com HER2 (ER/PR negativo e HER2 positivo) e Basal Like 

(câncer de mama triplo negativo) (Sun et al., 2019). Essa classificação molecular 
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ajuda a determinar a terapêutica abordada, assim como o prognóstico da doença 

(M.B. Amin et al. (eds.), 2017).   

 

1.1 Epidemiologia    

O câncer de mama é o câncer mais comum entre as mulheres. É a neoplasia 

maligna mais incidente em mulheres na maior parte do mundo (Bray et al., 2018). 

De acordo com dados do GLOBOCAM 2020, o câncer de mama acomete uma em 

cada quatro mulheres diagnosticada com neoplasia no mundo. No Brasil, as 

estimativas de incidência em mulheres no ano de 2020 foi de 66.280 mil casos novos 

o que representa 29,07% do total de todas as neoplasias menos pele não 

melanoma. No entanto, não é uma patologia exclusiva feminina, dos casos 

notificados, 1% foi de homens, podendo assim, ser considerada como um 

acometimento raro no sexo masculino (SEVERSON; ZWART, 2017). Em 2019, o 

câncer de mama, foi a neoplasia com maior número de óbitos com 18.068 casos o 

que representou 16.4% de todas as mortes por neoplasia no Brasil (SAÚDE & 

(Fiocruz), 2018) (INCA, 2019).   

Segundo o Concord-3, no Brasil, as estimativas de sobrevida em cinco anos foram 

de 76,9% (75,5-78) para o período de 2005 a 2009 e de 75,2% (73,9-76,5) para o 

período de 2010 a 2014. Vários fatores estão relacionados a diminuição das taxas 

de sobrevida, dentre eles está o diagnostico tardio e as dificuldades de acesso ao 

tratamento adequado (ALLEMANI, 2018).   

O câncer de mama é muito raro antes dos 30 anos, com o avanço da idade a 

predisposição aumenta vertiginosamente até os 50 anos e a partir daí, sofre uma 

desaceler(LAGE, 2016)ação (INCA, 2019).  O câncer de mama pode ter causas 

hereditárias ou esporádicas. Os de causas hereditárias representam de 5% a 10% 

dos casos em todo o mundo, são marcados pela mutação em nucleotídeos na 

linhagem familiar de células germinativas e tem tendência em ocorrer em mulheres 

mais jovens (CANTINELLI et al., 2006). Já os de causas consideradas esporádicas, 

decorrem de mutações somáticas adquiridas ao longo da vida e representam mais 

de 90% dos casos em todo o mundo (GREENLEE et al., 2000).    
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Dados do Instituto Nacional do Câncer (SAÚDE & (Fiocruz), 2018)(INCA) 2020, 

mostram que o Estado do Espirito Santo, apresentou 32,82% de casos novos de 

câncer de mama no ano de 2020. E segundo o painel oncologia do Sistema Nacional 

de Saúde do Brasil, a cidade de Guarapari registrou 31 casos de neoplasia maligna 

de mama no ano de 2020.    

1.2 Radioatividade de fundo natural   

Desde a explosão das bombas de Hiroshima e Nagasaki, vários estudos foram 

desenvolvidos em diversas regiões mundiais que apresentaram a relação da 

radiação ionizante de fundo natural com os efeitos biológicos e na saúde da 

população exposta a esse tipo de radiação. A radiação também tem sido 

exaustivamente estudada como um dos fatores para o desenvolvimento do câncer 

de mama (MC GREGOR et al., 1977).    

Estudos epidemiológicos revelaram a incidência de malformações congênitas 

induzidas pela exposição à radiação de fundo natural (Jaikrishan et al., 2013); 

câncer na população adulta; caso-controle sobre fenda labial/palatina e retardo 

mental. No entanto, nenhum desses estudos apresentou prejuízos ou benefícios da 

radiação de fundo quando comparados aos habitantes expostos a radiação 

considerada de nível normal (Jain et al., 2017).   

  

A radioatividade natural é a principal fonte de irradiação interna e externa do corpo 

humano (UNSCEAR,2000). Essa irradiação pode ocorrer de duas formas: irradiação 

externa devido a emissão gama formada por elementos radioativos primários da 

crosta terrestre como potássio, urânio, tório e seus produtos de decaimento 

radioativo e a radiação interna, devido a ingestão da dieta ou inalação do ar 

(AQUINO,2010).   

 A soma da radiação cósmica e radioatividade natural do solo, ar, água e alimentos, 

expõe os habitantes de uma determinada área à uma radiação gama (UNSCEAR, 

2000). De acordo com UNSCEAR (2008), a radiação de fundo natural é classificada 

como nível baixo (5mSv), médio (5-20mSv); alto (20-50mSv) e muito alto (>50mSv). 

No entanto, esses valores dos níveis de radiação, não são iguais em todo os países, 
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eles variam com base no nível de desenvolvimento, geologia dos solos, grau de 

exposição à radiação do ciclo nuclear e ao fator radioativo.    

Em algumas regiões do planeta, devido ao processo de sedimentação que levam a 

formação de minerais contendo tório, a concentração de tório nas rochas alcalinas 

pode ultrapassar 500 Bq/kg. A monazita apresenta como um componente 

importante do elemento tório, sendo que o mesmo está presente sob a forma de 

fosfato (6% de tório e 0,3% de urânio).  Ela é considerada um mineral de terras raras 

(Payne et al., 2008)totalmente insolúvel, presentes em algumas praias mundiais 

(UNSCEAR,1993).  Os radionucleícos em monazita pertencem a série do tório, mas 

também existe urânio. O Brasil comporta uma importante faixa de areia composta 

por esse material (RIEDEL EISENMENGER,1999), com destaque aos depósitos de 

areia monazítica ao longo da costa atlântica, localizados no município de Guarapari 

(EISENBUD,1987). As areias monazíticas presentes na praia de Meaipe, 

apresentam o tório (Th) e o ítrio (Y) na sua composição em associação com   cério 

(Ce), neodímio (Nd), cálcio (Ca) e fósforo (P). Esses elementos conferem a praia de 

Meaipe, altos níveis de radiação que podem reduzir o crescimento de algumas 

cepas de bactérias (D` AZEREDO et al,.2022). 

Há vários outros cenários no Brasil com exposições de atividades nucleares tais 

como Poços de Caldas, Arachá em Minas Gerais e Guarapari. Guarapari é um 

município localizado no litoral do Espírito Santo, possui uma população estimada 

em 124.859 habitantes e uma extensa área costeira (IBGE,2019; UNSCEAR,2017). 

Em meados dos anos 1960/1970 Guarapari ficou conhecida nacionalmente pelos 

altos níveis de radiação de fundo natural emitido pela areia monazítica. A areia 

monazítica foi identificada na areia da praia e nas principais ruas da cidade.  No 

entanto, avaliações mais recentes mostraram que com o processo de urbanização 

ao longo dos anos, que levou a pavimentação das ruas, a construção de prédios e 

a extração de areia preta contento monazita das praias, diminuíram os níveis de 

radiação deixando-os próximos da média global, com exceção de alguns pontos das 

praias e na vila de Meaipe (UNSCEAR, 2017). As praias de Meaipe (20 ° 44'17 "S, 

40 ° 32'20" W), possui valores de radiação natural semelhantes aos de Kerala, na 

Índia (R. Veiga et al., 2006).   
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O conceito para os riscos ou benefícios da radiação no organismo é fundamentado 

na premissa que a energia é depositada no núcleo da célula para obter uma 

resposta. Assim, as células que têm seus núcleos atingidos são consideradas 

irradiadas(Dauer et al., 2010).    

As células expostas à radiação podem apresentar instabilidade genômica ou 

respostas adaptativas na sua sensibilidade ou interação com outras células. Esse 

processo inclui reações de oxidação, alterações no ciclo celular, cascatas de 

sinalização, senescência e ou até apoptose e morte celular.  No entanto, ainda não 

há um consenso sobre os efeitos sobre células irradiadas e célula que não sofreram 

ação da radiação (Dauer et al., 2010). As respostas adaptativas ocorrem onde as 

células, tecidos ou organismos irradiados por baixa dose, reduz os efeitos adversos 

de uma nova exposição a uma dose maior (Jain et al., 2017).   

Tem sido mostrado que a irradiação tecidual em altas doses apresenta grande 

potencial carcinogênico, no entanto, ainda é pouco compreendido como esse 

evento celular acontece, seguido de inúmeras outras alterações moleculares, 

genéticas, e epigenéticas que se estabelecem até a consolidação de um tumor. De 

acordo com BEIR VII, a radiação de baixa dose pode causar riscos à saúde dos 

seres humanos. As células corporais irradiadas, o microambiente tecidual e os 

sistemas de defesa interagem entre si para minimizar ou eliminar os riscos de 

mutação celular. O funcionamento adequado, dos mecanismos que removem ou 

transformem as alterações induzidas pela radiação, podem diminuir os riscos de 

câncer. Estudos demonstram que o tecido normal pode suprimir a carcinogênese 

por meio dos genes supressores de tumor p53 e do fator de necrose do tumoral. 

Esse sistema de supressão bloqueia o ciclo celular até que ocorra o reparo ou 

modificação da frequência ou apoptose (Dauer et al., 2010).   

Quando comparada com radiação de alta letalidade, a radiação gama deposita 

menos energia na célula e por isso pode ser caracterizada com menor poder de 

ação prejudicial à célula. O relatório BEIR VII, define radiação de baixa dose com 

valores de até 100 mSv/ano (0,1 Sv). Ainda há poucos enfoques associados à 

compreensão dos efeitos da radiação ionizante de baixas dose na saúde humana. 

No entanto, o conhecimento atual permite inferir, que a radiação ionizante atua na 



24 

 

 
 

estrutura celular do corpo e muitas das mudanças provocadas são tão complexas 

que os mecanismos de reparo fisiológicos podem não conseguir corrigi-las 

corretamente (Council, 2006).    

Todas as proteínas e membranas celulares podem ser afetados pela exposição à 

radiação, e as consequências nessas estruturas podem ser causadas por danos 

diretos e radicais livres, gerando espécies reativas de oxigênio (EROs). As EROs 

interagem com as biomoléculas como DNA, proteínas e lipídios e produz lesões 

oxidativas. Da mesma forma, o dano a mitocôndria seguida das demais organelas, 

a relação entre células e tecido atuam nos efeitos da radiação ionizante de baixas 

doses (Dauer et al., 2010; Jain et al., 2017).    

DAUER (2010), relata as modificações induzidas pela radiação de baixa dose no 

perfil de expressão gênica da resposta a danos no DNA e nos genes de reparo do 

DNA. Os danos causados no DNA direta ou indiretamente por baixas doses de 

radiação podem ser proporcionais aos danos provocados por doses mais altas. 

Após a exposição do corpo inteiro a 1 mGy de fótons ou elétrons de baixa 

transferência de energia linear (LET), cada célula é atravessada, em média, por um 

elétron, gerando, em média, duas lesões de DNA, incluindo uma quebra de fita 

simples, 4 1022 rupturas de fita dupla (DSBs), 1,5 1021 ligações cruzadas e 2,5 

danos base. As exposições e transformações causadas no DNA, envolvem várias 

vias de sinalização que modificam muitos eventos que podem ser reparadores, 

protetores ou prejudiciais.    

Desde a metade do século XX, a cidade de Guarapari é conhecida como cidade 

saúde devido ao possível efeito benéfico da areia monazítica presente em suas 

praias. Com isso, as praias de Guarapari, tornaram-se foco de estudos e interesses 

relacionado à saúde e economia (Nascimento Jr et al., 2010). Ainda não está claro 

quais os efeitos da radiação emitida pelas areias poderiam provocar sobre os 

organismos vivos. Traria efeitos benéficos? Poderia levar a uma redução do número 

de casos de mulheres com câncer de mama?  
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1.3 Carcinogênese química mamaria em roedores 

Durante toda a vida, as células dos seres vivos sofrem agressões induzidas pelo 

processo de respiração oxidativa que geram espécies reativas de oxigênio. No 

entanto, as células possuem o sistema de correção dessas agressões inerentes ao 

DNA-polimerase. Quando esse sistema não consegue corrigir as falhas de 

manutenção do ciclo celular ou há um excesso de falhas, o sistema de correção 

satura e cria um ambiente propicio para o câncer (FRUEHAUF & MEYSKENS et al., 

2007).  O desenvolvimento de uma neoplasia é um processo longo que envolve as 

etapas de iniciação, promoção e progressão. Todas essas etapas são influenciadas 

por fatores genéticos (mutações pontuais, amplificações e deleções gênicas) e 

epigenéticos (metilação do DNA e metilação e acetilação de histonas). 

Resumidamente, a iniciação neoplásica é caracterizada pela exposição de células 

normais há uma quantidade excessiva de danos ao DNA no qual a capacidade de 

reparos embutido na DNA-polimerase fica saturada. Com a mutação consolidada, as 

células passam por um processo de expansão clonal e formam lesões consideradas 

pré- neoplásicas classificadas como período de promoção cancerígena. Na segunda 

etapa, os clones iniciados se multiplicam, acumulam mais mutações que aumentam 

a instabilidade genética. Na última etapa, denominada de promoção, as células 

sofrem mais mutações e adquirem características mais agressivas e passam a 

expressar o fenótipo maligno. Após essa etapa, as células ainda podem continuar o 

processo de mitose, com infiltração vascular e linfática e a colonização de tecidos 

distantes das células iniciadas (VINCENT & GATENBY, 2008; LIU et al., 2015b).  

Para compreensão de todo esse processo, muitos pesquisadores usam carcinógeno 

químico para induzir o câncer em animais, principalmente em roedores. E a glândula 

mamaria é um órgão altamente suscetível a indução cancerígena por indução de 

carcinógeno químico (RUSSO et al., 1996). A glândula mamaria de uma rata é 

formada por seis pares de mamas localizadas no tecido subcutâneo, ventro-lateral 

das regiões cervical, torácica, abdominal e inguinal (figura 2). Cada glândula é 

formada por tecido epitelial ou parênquima e estroma; o estroma é formado por tecido 

conjuntivo, tecido adiposo, vasos sanguíneos e linfáticos, nervos, linfonodos e fibras 

de musculo liso (MASSO-WELCH et al., 2000, GOUON-EVANS et al., 2002). 
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De acordo com RUSSO et al, 1996, as ratas são consideradas o modelo ideal pra 

essa indução do câncer de mama, pois possui a glândula com alto grau de 

suscetibilidade neoplásica e mimetiza a carcinogênese em seres humanos.  Dentre 

as linhagens existentes, as mais utilizadas são Sprague-Dawley, Wistar, Furth e 

Fisher pois são mais susceptíveis a ação dos cancerígenos (Russo et al., 2004).  As 

substâncias mais utilizadas para indução do câncer mamário em roedores são o 

7,12- dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e a N-metil-N-nitrosoureia (MNU) (RUSSO et 

al., 1994; RUSSO & RUSSO, 1996).  

 

Figura 2: Glandula mamária de uma rata wistar:  distribuição anatômica dos seis pares de 

mamas localizadas no tecido subcutâneo (1,12), ventro-lateral das regiões cervical (2,11), 

torácica (3,10), abdominal (4,9) e inguinal (5,6,8,7). 

https://cloudfront.jove.com/files/ftp_upload/55789/55789fig1.jpg 

A glândula mamaria de uma rata virgem normal com idade entre 40-60 dias é 

formada por (terminal end buds) TEBs que evoluem para ductos e alvéolos e que 

culminam em lóbulos (figura 3). Os TEBs possuem alta taxa de proliferação e baixo 

índice de morte celular. No entanto, ao metabolizar um carcinógeno, geram 

metabólicos que causam danos ao DNA, por isso são os principais alvos dos 

carcinógenos químicos. Após a administração do DMAB/MNU a maioria dos TEBs 

se tornam mais espessos e formam as primeiras projeções papilares denominadas 

de proliferações intraductais (IDPS). Os TEBs que não sofreram ação do carcinógeno 

https://cloudfront.jove.com/files/ftp_upload/55789/55789fig1.jpg
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continuam com o seu processo de desenvolvimento e se diferenciam em ABs. A 

junção dos IDPS forma microtumores que podem evoluir para carcinomas 

intraductais (IDCas) (RUSSO et al., 1989; RUSSO & RUSSO, 2000; RUSSO & 

RUSSO, 2004).  

 

 

Figura 3: Desenvolvimento de tumores mamarios em roedores induzidos 

quimicamente. Os TEBs afetados pelo carcinógeno se tornam progressivamente mais 

espessos formando as proliferações intraductais (IDPs). Essas projeções se confluem 

originando os carcinomas intraductais (IDCas) e estes os adenocarcinomas (AdCa).  

Extraído de ZAPATERINE (2007)  

O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é um forte imunossupressor e carcinogênico, 

membro da família dos compostos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HPA) 

que são um grupo de poluentes ambientais com efeitos cancerígenos, produzidos 

pela combustão completa de combustíveis fósseis (JUNG; WALLIG; SINGLETARY, 

2006; MA et al., 2018).  Após a administração, o DMBA é biotransformado no fígado 

e tecido mamário e rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e se acumula 

no tecido adiposo. Considerando o acumulo de tecido adiposo na glândula mamaria, 
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o DMBA, é amplamente utilizado na indução do câncer de mama pré-clínico 

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1981).   

 

O DMBA é um agente promotor de mutações nos genes responsáveis. Quando o 

DMBA é administrado, ele ativa o receptor citosólico aril-hidrocarboneto (AhR) que 

regula diretamente o crescimento celular. O DMBA é translocado para o núcleo por 

meio da ação de AhR e depois é associado à proteína do translocador nuclear AhR 

(ARNT), formando um complexo AhR / ARNT que induz a regulação positiva da 

enzima do citocromo P450 que metaboliza o DMBA em um intermediário epóxido 

mutagênico formando um aducto de DNA causando mutações. Esse processo é 

considerado um importante evento na carcinogênese mamária. Além disso, o DMBA 

induz o estresse oxidativo devido à geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs). O estresse oxidativo, por sua vez, desempenha um papel significativo na 

carcinogênese (Trombino et al., 2000).   

O DMBA induz principalmente a lesão em ductos terminais resultando em 

hiperplasticidade do epitélio ductal e posteriormente cancerização de dutos. O 

complexo AhR /ARNT se liga especificamente em regiões do DNA conhecidas como 

Dioxin Regulatory Elements (DRE) ou Xenobiotics Regulatory Elements (XRE) 

(OLIVEIRA, 2006;(Rajendran et al., 2019).   

 Pelo seu potencial carcinogênico, o DMBA é amplamente utilizado na indução do 

câncer mamário em ratas e pode ser administrado via oral através de gavagem 

(Skrajnowska et al. 2015). A radiação ionizante também provoca alterações no ciclo 

celular. No entanto, esse processo ocorre durante toda a vida, apenas uma fração 

de células expostas à radiação pode ser mutada e evoluir para um câncer (Dauer et 

al., 2010). A radiação ionizante é um fator bem estabelecido para o risco de câncer 

por muitos autores, inclusive para o câncer de mama. Esses estudos, na grande 

maioria, medem algumas mudanças epigenéticas, mas não identificam quais 

mudanças previnem ou induzem ao câncer de mama.  A indução de tumores em 

animais com carcinogêneo químico, é usado para obter informações sobre a 

processo de promoção e desenvolvimento de tumores mamários. (EIDEMULLER et 

al., 2015 ; HENDERSON et al. 2010 ; LITTLE E MCELVENNY 2017 ; MOSKOWITZ 

et al., 2014 ;RIVINA et al., 2016 ; RUSSO 2015), No entanto, não encontramos na 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR390
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literatura, ensaios que induzem câncer de mama com substancias químicas e expõe 

a radiação de fundo natural durante  24h por dia. Desta forma, o presente estudo 

induz câncer de mama com DMBA e propõe verificar os efeitos da radiação 

ionizante emitidas pela areia da praia de Meaipe sobre o desenvolvimento do câncer 

de mama em ratas Wistar.    
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2.JUSTIFICATIVA   

 

Muitos estudos tem abordado os efeitos da radiação gama na saúde humana e 

animal, entretanto, ainda não foi possível determinar um limiar e linearidade de 

segurança para a saúde humana (ICRP, 2018). Muitas questões precisam ser 

elucidadas para a quantificação de possíveis danos ou benefícios desse tipo de 

radiação e quais os mecanismos estariam sendo ativados para promover as 

alterações induzidas pela radiação (Shibamoto & Nakamura, 2018).    

Pesquisas recentes apontam efeitos protetores da radiação de baixa dose 

(Shibamoto & Nakamura, 2018). Esses estudos observaram efeitos anti 

tumorigênicos e de reparação tecidual, além de desenvolver ação antioxidante à 

exposição à radiação de fundo natural. Sharma et al., (2019), corroborou os dados 

anterioriores apresentando um aumento de enzimas antioxidantes, diminuição da 

peroxidação lipídica nos rins e cérebro, além do aumento na contagem de 

leucócitos, linfócitos e eosinófilos utilizando raio x em ratas. No entanto, as células 

e tecidos germinativos são considerados mais sensíveis a exposição à radiação do 

que outros. A sua exposição à radiação gama pode causar danos como acelerar a 

idade reprodutiva, amenorreia e infertilidade (Said et al., 2016).   

Outros estudos sugerem efeitos nocivos (MOLLER E MOUSSEAU ,2013) para a 

radiação de alta dose. Doses acima de 3 mSv, são consideradas como doses altas, 

capazes de induzir a   tumorigenese e a carcinogênese, além de outros danos 

biológicos (LOU et al., 2018). Veiga & Koifman, (2005) apresentam um crescimento 

significativo na mortalidade por diferentes tipos de câncer nas regiões com radiação 

de fundo natural.   

Devido à crescente preocupação da ação dos fatores ambientais no risco de câncer 

de mama, uma melhor investigação da interação entre exposição corporal a 

radiação natural e desenvolvimento do câncer é fundamental para compreender o 

formato dose-radiação na região da baixa dose. Por isso, este estudo se justifica 

devido ao fato do câncer de mama, ser a patologia de maior incidência na população 

feminina mundial e Meaipe ser uma praia do litoral de Espirito Santo considerada 
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como a região que tem a maior incidência de radiação gama do Brasil frequentada 

por muitas pessoas anualmente (R. Veiga et al., 2006). Nessa perspectiva, o 

interesse deste estudo é desenvolver uma estimativa de riscos ou benefícios 

possíveis da exposição à radiação de baixa dose no desenvolvimento do câncer de 

mama feminino (Barcellos-Hoff, 2008).    

Nesse contexto, após pesquisas realizadas, pouco foi observado na literatura sobre 

a relação da radiação de fundo natural com a promoção e/ou prevenção de câncer 

em mulheres. Os dados desses estudos são de mulheres expostas à radiação 

médica diagnostica ou terapêutica e dos sobreviventes das bombas atômicas 

japonesas (RONCKERS; 2005). Sabendo que a glândula mamaria, principalmente 

na idade jovem, é altamente sensível a carcinogênese associada a radiação, nosso 

grupo de pesquisa criou um simulador físico de radiação gama, para reproduzir a 

composição física da areia monazítica encontrada na praia de Meaipe, localizada 

na cidade de Guarapari, litoral de Espírito Santo.  A partir desse protótipo, a hipótese 

é que a exposição de ratas de linhagem wistar induzidas ou não ao câncer de mama 

com DMBA, a uma radiação ionizante de aproximadamente 3,61 μSv/h leve a 

alterações benéficas para proteção contra o câncer de mama. 
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3 OBJETIVOS   

 

3.1 Objetivo Geral   

-Avaliar os possíveis efeitos da radiação natural emitida pelas areias monazíticas 

de Guarapari, sobre a mama de ratas Wistar com e sem indução de câncer.  

   

3.2. Objetivos Específicos     

- Avaliar os efeitos da exposição à radiação sobre o peso das ratas;   

- Avaliar os efeitos da exposição à radiação sobre o ciclo estral e níveis de 

estrogênio das ratas;   

- Avaliar os níveis de pressão arterial; 

- Analisar o perfil inflamatório das mamas; 

- Avaliar o estresse oxidativo nas mamas;   

- Comparar o desenvolvimento do câncer de mama das ratas expostas e não 

expostas à radiação;   

- Analisar as alterações morfométricas e histopatológicas no desenvolvimento do 

câncer de mama nas ratas expostas e não expostas à radiação.   
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4 METODOLOGIA   

 

4.1 Animais Experimentais   

Foram utilizadas 32 ratas Wistar com ciclo regular, pesando entre 120 g e 300 g, 

com 7 semanas de idade, que foram mantidas em gaiolas de polipropileno (43 cm x 

30 cm x 15 cm), disponibilizadas pelo biotério da Universidade Federal do Espírito 

Santo. As ratas jovens são mais sensíveis à indução do câncer de mama com DMBA 

(STANKO, 2016). Os animais foram mantidos sob temperatura controlada de 23 a 

25°C em um ciclo de 12 horas de claro/escuro, com livre acesso à água e comida 

durante todo o experimento. O uso e o cuidado desses animais experimentais 

estiveram conforme as Diretrizes Brasileiras para Cuidado e Utilização de Animais 

para fins Científicos e Didáticos publicada pelo CONCEA (2017). Todos os 

protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Animais da Universidade 

Federal do Espírito Santo (UFES, nº 05/2018). Além disso, todos os experimentos 

foram realizados de acordo com as Diretrizes de Pesquisa Biomédica para o 

Cuidado e Uso de Animais de Laboratório disponíveis on-line e seguiram as 

recomendações das Diretrizes da Associação Americana de Medicina Veterinária 

(2007).    

O experimento teve a duração de 26 semanas e foi organizado em quatro grupos 

experimentais com n=8 em cada grupo de ratas da linhagem Wistar: o grupo Sham 

recebeu solução salina; grupo Radiação, exposto a radiação; o grupo Câncer + 

Radiação, recebeu a dose de 160 mg/kg de DMBA e foi exposto a radiação e o 

grupo Câncer que recebeu a dose de 160mg/kg de DMBA. Os grupos 

Câncer+Radiação e Radiação, foram expostos a radiação durante 24horas por dia 

(3,61 μSv/ h).   

As ratas foram mantidas em acompanhamento durante 26 semanas para 

observação do aparecimento e progressão do câncer de mama.   
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4.2 Protocolo Experimental   

Embora muitos estudos tenham examinados os efeitos do uso do DMBA na indução 

do câncer mama, ainda não há um método padronizado.  Neste Contexto, foi 

realizado um levantamento na literatura cientifica buscando encontrar dentre os 

existentes, as vias de administração e suas respectivas doses de DMBA. Com estas 

informações realizou-se um quadro comparativo da dose, via de administração e 

sua eficácia na indução do câncer de mama. Logo, o tumor mamário foi induzido 

com uma adaptação do protocolo descrito por Stanko et al., (2016). O DMBA foi 

administrado com uma única dose oral, por gavagem de 160 mg/kg de DMBA 

dissolvido em 1 ml com (0.75 ml) de óleo de girassol e (0.25 ml) solução salina 

fisiológica. Os animais foram mantidos sobre condições normais durante 26 

semanas, para posterior análise. Somente os grupos Câncer e Câncer + Radiação 

receberam dose oral única de 1 ml com 160 mg/kg de DMBA. O grupo sham recebeu 

uma dose oral simulada de 1 ml de solução salina (0.9%). 

 

4.3 Protocolo de exposição à radiação monazítica   

O simulador físico de radiação gama (PS) foi construído com uma amostra de areia, 

coletada em (20.739 ° S; 40.545 ° W), em 19 de março de 2017, representando uma 

taxa de dose extrema de radiação gama de cerca de 20 μSv/h. A areia coletada foi 

submetida a uma peneira com malha de 1 mm para remoção de conchas e 

pequenos pedaços de material orgânico. A areia foi então lavada com hipoclorito e 

seca por 8 horas em um forno a 120 °C, eliminando substâncias orgânicas e 

organismos vivos.    

Para a montagem do PS, 20kg de areia limpa foi colocada em caixas (60 cm x 40 

cm x 10 cm), ocupando 1/3 do volume de cada caixa. Entre as paredes da caixa e 

a areia, foi instalada uma chapa de chumbo com 2,5 mm de espessura para eliminar 

a emissão de radiação em todas as direções, exceto na direção normal da superfície 

da camada de areia. As gaiolas de PVC, cada uma com 4 ratas, foram instaladas 

em uma prateleira imediatamente acima deste conjunto,50 cm alto. A intensidade 

de 3,61 μSv/h foi obtida usando gaiolas a uma distância vertical de 50 cm da areia 

monazítica. Essa geometria de isolamento permite simular a emissão a radiação 
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Gama original da praia da areia de Meaípe de forma direcional apenas para a parte 

superior da caixa.   

 

As medições de radiação foram realizadas, a 10 cm de altura sobre a areia, usando 

um detector Gamma Scouter acoplado a um localizador GPS Etrex 10 (Garmin). As 

ratas foram irradiadas e não contaminadas. Logo fica claro que elas não ficaram 

emitindo nenhum tipo de radiação, uma vez que elas não ingeriram e nem injetaram 

nenhuma substância radioativa. A radiação do tipo Gama tem um alto poder de 

penetração, porém um alcance curto. Portanto, o revestimento de chumbo blinda a 

radiação em direções não desejadas (laterais e fundo). A radiação emitida pela areia 

oferece uma dose ultrabaixa variando entre 0,4 e 26 microSivert / hora na praia de 

Meaipe-Guarapari.    

 

 

Figura 4: Configuração esquemática do simulador físico de radiação gama 

 

O simulador físico de radiação gama, foi capaz de emitir radiação gama similar à 

encontrada nas praias de Meaípe no município de Guarapari. Por ser um ambiente 

aberto, a radiação nesse local não é homogênea e nem constante. No entanto, os 

animais do grupo, do Radiação e do grupo Câncer + Radiação foram expostos 

durante 24h a uma intensidade média de radiação de 3,61 μSv/h. O simulador físico 

de radiação usado neste estudo teve o registro da dose efetuada por um medidor 

de radiação gama denominado GAMMA-SCOUT, calibrado pelo Grupo de Física 

Aplicada da UFES. Esse equipamento gravou a dose de radiação em intervalos de 
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01 hora e ao final de cada intervalo armazenou a soma dos pulsos emitidos. O 

primeiro intervalo iniciou no dia 01/03/2021 às 10:26h e o último foi no   30/08/2021 

às 07:20h da manhã. Portanto, a taxa de dose calculada reflete o valor 

correspondente à taxa média de pulso durante o intervalo examinado. A distribuição 

do pulso temporal dentro de um intervalo, não foi levada em consideração neste 

estudo, uma vez que o equipamento realizava a média no intervalo de 01 hora e a 

registrava.   

A figura 5 mostra os resultados da radiação média equivalente na qual as ratas 

foram expostas.   Durante o período do experimento as ratas receberam uma dose 

equivalente média de 0,00361 mSv/h, 0,0866 mSv ao dia 2,60 mSv/mês   que 

totalizou uma dose acumulada de 15,0 mSv durante o período de 4.151 horas.   

 

 

Figura 5: Valores médios da radiação equivalente mensal a que as ratas do grupo Câncer 
+ Radiação e do grupo Radiação foram expostas. 

 

4.4 Avaliação do ciclo estral das ratas   

O ciclo estral foi monitorado no intuito de verificar a regularidade do ciclo prevista 

de 4 a 5 dias. O material coletado foi avaliado por doze dias no início e quatorze 

dias no final do experimento. A ciclagem foi acompanhada através da coleta diária 

                 01/03/2021             01/04/2021             01/05/2021             01/06/2021              01/07/2021                  30/08/2021  
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do esfregaço vaginal de acordo com o protocolo adaptado DE MARCONDES e 

COLS, (2002). A secreção vaginal dos animais foi coletada diariamente entre as 

8:00 e 10:00 horas da manhã, utilizando uma pipeta e ponteira adequadas contendo 

de 10 μL de solução salina (NaCl à 0,9%). O material foi adquirido através da 

inserção suave e superficial da ponta da ponteira na vagina da rata. O volume de 

salina era liberado no interior da vagina e, subsequentemente, aspirado e colocado 

em lâminas histológicas de vidro devidamente identificadas de acordo com a caixa 

e o número do animal. Em seguida, essas lâminas foram analisadas no microscópio 

de luz (Bel Photonics FLUO-2) sem o uso da lente condensadora, com 10x e 40x 

lentes objetivas.   

 As fases do ciclo foram determinadas por citologia e pela consistência do muco 

vaginal, onde, quando observado muco pouco espesso com predominância de 

leucócitos, poucas células epiteliais nucleadas bem formadas, e pouca ou nenhuma 

célula cornificada, foi identificada como transição de diestro-proestro (DP). Quando 

o muco possuía consistência média, predominância de células nucleadas, de 

nenhum a poucos leucócitos degenerando, bem como, pouco a nenhuma célula 

cornificada, foi classificado como proestro (P). Se não havia leucócitos, presença de 

células nucleadas, predominância de células cornificadas e muco de consistência 

média, foi nomeada como transição proestro-estro (PE). Já, o muco com 

consistência média a muito denso e a presença apenas de células cornificadas, foi 

descrito o ciclo como estro (E). Se o esfregaço apresentou poucos leucócitos e 

predominância de células cornificadas maiores do que em estro, além de, muco com 

densidade média a muito espessa, classificamos a fase como metaestro 1 (M1). Na 

predominância de leucócitos, poucas células nucleadas e irregulares, poucas 

células cornificadas e muco com espessura de média para muito espesso, 

classificamos como metaestro 2 (M2). Ao observamos predominância de leucócitos 

e poucas células nucleadas com características irregulares, com muco pouco 

espesso, classificamos como diestro (D) (NELSON et al., 1982).   ‘ 

A frequência total de cada fase observada neste período, para cada animal, foi 

utilizada para a duração das fases de proestro, estro e metaestro-diestro (em dia), 

bem como, a duração total do ciclo estral. Determinou-se a fase metaestrodiestro 

(M-D) devido às incertezas para classificar M1, M2 e D com precisão. Todas as 
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quantificações foram realizadas por um único observador (MARCONDES et al, 

2002; BECKER et al, 2005; PODRATZ et al, 2015).   

4.2.3 Análise da medida indireta da pressão arterial sistólica (PAS)  

A medida indireta da pressão arterial das ratas foi obtida por meio do registro da 

onda de pulso da porção proximal da cauda das ratas captada por um transdutor 

foto elétrico após inflação do manguito. A coleta de dados foi realizada nos animais 

de todos os grupos estudados, no tempo zero (antes da indução ao câncer e à 

exposição à radiação ionizante) e nos últimos quatro dias antes do sacrifício dos 

animais. As medidas foram realizadas de acordo com BUÑAG (1973) e modificada 

segundo GRIZZO et al., (2008) através de um pletismógrafo de cauda (IITC Life 

Science– 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA). 

Antes do início da aferição da PAS, os animais passaram por processo de 

climatização durante três dias consecutivos para se adaptarem ao pletismógrafo e 

ao contentor e só assim foram feitas as aferições reais. O processo de climatização 

tem o intuito de minimizar alterações pressóricas devido ao estresse do novo 

ambiente e do procedimento. Com o aparelho calibrado, os animais foram 

acomodados em contentores de acrílicos de acordo com o tamanho do animal. A 

aferição foi feita em um animal por vez e coletados valores de três mensurações 

consecutivas e a média dessas medidas foi utilizada. Antes da coleta dos dados, os 

animais ficaram por aproximadamente 20 minutos expostos há uma temperatura de 

cerca de 32°C para obtenção de uma adequada vasodilatação caudal.  

Os animais foram previamente climatizados, durante três dias antes da mensuração, 

para adaptarem-se ao pletismógrafo, e desta forma, prevenir alterações pressóricas 

devido ao estresse do animal frente ao procedimento. Após calibração do aparelho, 

os animais A, B, C e D foram acondicionadas em contentores de acrílico, 

selecionados de acordo com o tamanho do animal e mantidos em temperatura 

aproximada de 32ºC por aproximadamente 20 min para obtenção de uma adequada 

vasodilatação caudal, sendo que a média de três medidas foi utilizada. 
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4.5 Protocolo de extração de sangue    

Ao final do experimento, após a decapitação dos animais, foi coletado sangue em 

tubos plásticos com EDTA e centrifugado por 10 min, 4000 rpm a 4°C. Logo após, 

as alíquotas de plasma foram removidas e armazenadas a -80° para posterior 

análise dos biomarcadores bioquímicos.   

4.6 Protocolo de extração de material biológico   

Os animais foram pesados semanalmente. Eles foram submetidos à eutanásia por 

decapitação com guilhotina e foram dissecados seis pares de glândulas mamarias. 

Após a eutanásia os animais foram colocados em uma prancha de madeira, em 

decúbito dorsal com os membros mantidos em abdução. Após a tricotomia foi 

realizada a antissepsia em toda região abdominal com gases e solução de iodo. Em 

seguida os animais foram submetidos à laparotomia mediana para a coleta material 

biológico. 

   

4.7 Avaliação Histológica   

4.7.1 Preparação e análise de whole mount 

As glândulas mamárias do 4º par do lado direito foram dissecadas e dispostas de 

forma esticadas em lâminas de vidro com dimensões de 50 x 76 mm, onde ficaram 

à temperatura ambiente por um tempo suficiente para que a glândula grudasse na 

lâmina, sem ressecar (cerca de 30 minutos). As lâminas contendo as glândulas foram 

então imersas em uma cuba de vidro contendo fixador carnoy (75% de ácido acético 

glacial, 25% de etanol absoluto), onde ficaram em temperatura ambiente por dois 

dias. Após o período, as lâminas foram lavadas em EtOH 70% e imersas em água 

destilada por 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram transferidas para uma nova 

cuba de vidro contendo coloração de alumínio Carmim até a completa coloração 

(quando se observou os gânglios linfáticos corados). O tecido mamário corado foi 

desidratado em banhos de 1 hora em concentrações crescentes de soluções 

alcoólicas (70%, 95% e 100%). Após a última lavagem as mamas foram dispostas 
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em outra cuba contendo xilol por um período mínimo de 2 dias para deslipidação do 

coxim gorduroso mamário. Após esse processo, as lâminas foram armazenadas em 

cubas contendo salicilato de metila (HODSON LJ et al.;2013; DE ASSIS et al., 2010; 

PLANTE; STEWART; LAIRD, 2011). As glândulas mamárias coradas foram 

analisadas em microscópio óptico, em objetiva de 4 vezes. Delineou-se 3 regiões 

distintas em cada glândula, sendo elas, área próxima da papila mamária, área central 

e área distal (próxima da camada gordurosa). Dentro de cada uma destas regiões, 

cinco campos foram analisados onde os terminais alveolares 1 (AB1) e 2 (AB2) e 

lóbulos (L) foram contados (DA COSTA CS et al.; 2019; MONSEFI et al., 2015).  

4.7.2 Histomorfometria da Glândula e do tecido adiposo mamário 

O 4º par esquerdo das glândulas mamarias foi rapidamente removido e fixado em 

PBS-formol com pH 7,4 por um período entre 24 e 48 horas à temperatura ambiente. 

Em seguida, os tecidos foram desidratados em etanol, clarificados com xilol e 

embebidos em parafina 60ºC. Após esse processo, os blocos de parafina foram 

cortados em micrótomo (Leica RM 2125 RTS), obtendo 3 secções (5 μm) por animal, 

com 50 μm de distância entre elas. Para a análise histológica, foi utilizado um 

sistema de imagem que consiste de uma câmera digital (Evolution, Media 

Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) ligada a um microscópio de luz (Eclipse 400, 

Nikon). Imagens de alta qualidade (2048 × 1536 pixels) foram capturadas com o Pro 

Plus 4.5.1 (Media Cybernetics). Os tecidos foram corados com hematoxilina e 

eosina (H&E) e os protocolos de coloração estavam de acordo com BERTULOSO 

et al., (2015).  Um total de 10 micrografias por animal foram capturadas por um 

microscópio óptico em ampliação de 40x, e realizou contagem de adipócitos e 

ductos pela área das imagens. A avaliação da estrutura e arquitetura da glândula 

foram feitas usando o software de quantificação padrão Image J (PRODRATZ et al, 

2015; RAJAKUMAR et al, 2018). 

4.7.3 Histopatologia da glândula mamaria  

Três secções histológicas de 5 µm do 4º par direito da glândula mamaria das ratas 

foram usadas para identificação e classificação de lesões.  As avaliações foram 

realizadas em microscópio de luz Eclipe E200, Nikon® por um único patologista.  
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Os critérios de avaliação do tecido mamário e a classificação das lesões, foram 

baseados no atlas de classificação histológica dos tumores da glândula mamária de 

ratas, propostas por RUSSO E RUSSO (2000). Em uma objetiva de menor aumento, 

avaliou-se o tecido como um todo, abrangendo regiões de alvéolos e interstício, 

seguida de uma avaliação morfológica do epitélio de revestimentos dos ductos e 

túbulos, em uma objetiva de maior aumento. Os critérios de malignidade utilizados 

para classificar as lesões tumorais foram anisocitose, anisocariose, pleomorfismo 

celular e nuclear. As mitoses identificadas foram contadas na objetiva de 40 x, em 

10 campos escolhidos aleatoriamente.   

4.7.4 Contagem de mastócitos 

Cortes histológicos foram corados pelo método de Alcian Blue. Em microscópio 

óptico, foram contados mastócitos presentes no tecido, sendo contado e as 

contagens realizadas e imagens obtidas foram capturadas por meio da câmera 

Leica acoplada a microscópio (ICC50 HD Leica Microsystems).  

4.7.5 Depósito de colágeno 

Três cortes de cada animal foram obtidos, depositados em lâminas de vidro, corados 

com Picrosirius Red para identificação e morfometria de fibras colágenas (área 

µm/campo). As análises foram realizadas em programa FIJI versão 3.7.3 (ImageJ 

2018). Ao todo, 10 campos de cada lâmina foram fotografados e utilizados para 

quantificação da deposição de colágeno no tecido adiposo e nos ductos. As imagens 

foram obtidas na câmera Leica acoplada ao microscópio (ICC50 HD Leica 

Microsystems). 

4.8 Detecção da Produção de Ânion Superóxido IN SITU por DHE   

A fluorescência oxidativa ao dihidroetídio (DHE) foi utilizada para avaliar a produção 

de ânion superóxido in situ, e os procedimentos foram semelhantes aos utilizados 

por Coutinho et al., (2016). Segmentos congelados do 3° par das glândulas 

mamárias, foram   cortadas no criostato em 10 μm de espessura e colocadas em 

lâminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com DHE. No dia do 
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protocolo as lâminas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para retirar o 

meio de inclusão. A seguir as secções de tecidos mamários foram incubadas com 

tampão Krebs-HEPES (8 mM HEPES, 2mM CaCl2.2H2O, 130mM NaCl, 5mM KCl, 

2,45mM MgCl2.6H2O, 11,1mM glicose, pH 7,4), em idênticas condições por 30 min 

a 37ºC. Foram então secadas e incubadas com solução tampão de Krebs-HEPES 

contendo DHE (2 μM) em câmara úmida e protegida da luz, à temperatura de 37ºC 

por 30 min. Após este período as lâminas foram montadas com meio de montagem 

(ErvMount, Easy Path) e lamínula. Um total de 05 imagens por animal foram 

adquiridas em um microscópio de fluorescência de luz invertida (Leica DM 2500), 

com a objetiva de 40x e uma câmera Leica DFC 310 FX que foi utilizada para obter 

as fotos. A intensidade de fluorescência na região analisada foi calculada usando o 

programa Image J.   

  

4.9 Analise dos Niveis de Estrogênio 

Amostras de soro (n= 5) foram obtidas para determinar os níveis basais de estrogênio 

(E2), foram medidos usando o kit ELISA (EIA-2693, DRG Instruments GmbH, 

Alemanha) (SENA et al., 2017). Os protocolos foram realizados de acordo com a bula 

dos fabricantes. 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

   
Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Para 

encontrar possíveis outliers nos resultados, o teste de Grubbs bilateral foi usado. 

Quando o teste identificou um outlier, usamos um método ROUT adaptado para 

detectar quaisquer outliers daquela coluna de resultados e os removemos de acordo 

com a configuração de Q em 1% (alfa = 0,01). Os testes omnibus D’Agostino e 

Pearson foram usados para avaliar a normalidade dos dados. Comparações entre 

os grupos foram realizadas usando os testes t de Student e o teste de Mann-Whitney 

para dados gaussianos e não gaussianos. Um valor de p<0,05 foi considerado 

significativo. As análises estatísticas foram realizadas com o GraphPad Prism 

versão 6.00 (La Jolla, CA, EUA). 
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   6. RESULTADOS 
 

Neste trabalho a indução química ao câncer de mama com DMBA e exposição à 

radiação ionizante com as areias monazíticas apresentaram alterações significativas 

no ganho de peso do grupo Câncer nos primeiros dois meses de experimento. Nos 

dois últimos meses do experimento (Sham 95.84g ±27.98; Câncer 111.60g ±20.34; 

Radiação 96.69g ±22.46; Câncer + Radiação 99.61g ±23.55), o peso dos animais de 

todos os grupos se estabilizou e não apresentou diferença estatística. (Figura 6). 

 

Figura 6 : Avaliação do ganho de peso em gramas (g) inicial e final das ratas em seis meses 
de estudo dos grupos Sham, Câncer, Radiação e Câncer + Radiação (n=8). *: p<0,05 vs 
Sham; $:p<0,05 vs Radiação; @:p<0,05 vs Câncer+Radiação. Os valores foram expressos 
como MEDIA± EPM. 

 

Em relação ao ciclo estral inicial (figura 7) não houve anormalidades evidentes e as 

fases permaneceram constantes durante os 12 dias avaliados. No entanto, as ratas 

do grupo Câncer + Radiação esteve maior número de vezes na fase proestro e as 

ratas do grupo Radiação teve menor quantidade de ciclos quando comparadas aos 

demais grupos.  
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Figura 7: Avaliação individual das fases do ciclo estral inicial (A) das ratas durante 12 dias: 

estro (E), proestro (P) metaestro (M-D) dos grupos Sham (1,2d ±0,2) Câncer (1,5d ±0,2), 

Radiação (1,6d ±0,1) e Cancer+Radiação (2d ±0,3) *: p<0,05 vs Câncer+Radiação. (B) 

Duração das fases de ciclo estral e duração total dos ciclos: Sham (1,8d ±0,1), Câncer (1,5d 

±0,2), Radiação (1,1d ±0,2) e Câncer + Radiação (1,2d ±0,2). *: p<0,05 vs sham; os valores 

foram expressos como MEDIA EPM n=7 *p<0.05.  
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Nos últimos 14 dias de experimento foi possível constatar que o grupo Radiação 

permaneceu mais tempo na fase do ciclo estro quando comparado ao grupo sham. 

Nos demais grupos não houve alterações significativas no ciclo estral individual das 

ratas assim como na duração total das fases (figura 8).  

A 

 

B

 

Figura 8: Avaliação individual das fases do ciclo estral final das ratas durante 14 dias (A): 

proestro (P), estro (E), metaestro (M-D) dos grupos Sham, Câncer, Radiação e 
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Cancer+Radiação *: p<0,05 vs Sham.  (B) Duração das fases de ciclo estral e sua duração 

total. Os valores foram expressos como MÉDIA ± EPM n=7. 

 

Os grupos Câncer e Câncer + Radiação apresentaram aumento significativo (p < 

0,05) no nível sérico de estradiol (figura 9) em comparação com o grupo Sham 

(19,9pg/ml ±4,6), Câncer (52,3pg/ml ±7,6) Radiação (34,4pg/ml ±4,8) Câncer + 

Radiação (51,2pg/ml ±4,6). Além disso, nenhuma diferença significativa foi 

observada nos demais grupos. 

 

Figura 9: Determinação dos níveis de estrogênio circulante. Os valores foram expressos 
como MEDIA± EPM. 

 
 

A pressão arterial das ratas foi aferida na primeira e última semana após a indução 

ao câncer e exposição as areias monazíticas pelo método de pletismografia caudal 

(Figura 10). As ratas expostas à radiação (110 ± 1) mmHg apresentaram redução 

significativa na pressão arterial sistólica quando comparadas aos grupos Câncer 

(124 ±1) mmHg e Câncer+Radiação(134 ± 8) mmHg  . Essa diferença não foi 

evidenciada na aferição final da pressão arterial: sham (128,5 ± 2) mmHg; Câncer 

(124,1 ±1) mmHg; Radiação (129,3 ± 7) mmHg; Câncer + Radiação (123,4 ± 1) 

mmHg.  

E s tra d io l

E
s

tr
a

d
io

l 
(p

g
/m

L
)

S
h a m

C
â n c e r

R
a d ia

ç ã o

C
â n

c e r+ R
a d ia

ç ã o

0

2 0

4 0

6 0

8 0

*
*



48 

 

 
 

Na última semana de experimento, tanto a pressão sistólica inicial quanto final (figura 

10 A e B) apresentaram diferenças. O grupo Radiação apresentou pressão arterial 

diastólica inicial menor (figura 10 A) quando comparada ao grupo Câncer e Câncer 

+ Radiação. Já na pressão diastólica final (figura 11B), todos os grupos 

apresentaram pressão arterial menor quando comparados ao grupo sham. Pressão 

arterial diastólica inicial (figura 11 A): sham (92,7 ± 2) mmHg; Câncer (84,9 ±1) 

mmHg; Radiação (61,1 ± 1) mmHg; Câncer + Radiação (96,6 ± 8) mmHg.  Pressão 

arterial final: sham (99,05 ± 1) mmHg; Câncer (84,1 ±1) mmHg; Radiação (85,2 ± 2) 

mmHg; Câncer + Radiação (85,05 ± 0,7) mmHg. Os valores foram expressos como 

MÉDIA ± EPM n=8 p<0.05. 

Figura 10:Avaliação da pressão arterial sistólica (A) inicial e (B) final das ratas na primeira 

semana de experimento avaliada pelo método de pletismografia caudal:#:p<0,05 vs Câncer; 

@:p<0,05 vs Câncer+Radiação. Os valores foram expressos como MEDIA± EPM. 
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Figura 11: Avaliação da pressão arterial diastólica (A) inicial *: p<0,05 vs Sham; Câncer; 

Câncer+Radiação e (B) final: *: p<0,05 vs Sham das ratas avaliadas pelo método de 

pletismografia caudal. Os valores foram expressos como MEDIA± EPM. 

 

A técnica de whole mount realizada com o corante carmine permitiu analisar e 

quantificar as estruturas das glândulas mamaria das ratas (Figura 12 E, F, G e H), 

sendo observado por meio desta, a diminuição quantitativa dos alvéolos tipo AB1, 

tipo AB2 e lóbulos (Figura 12 A, B, C e D) nas ratas induzidas ao câncer. Com auxílio 

do software FIJI (Image J),foi realizada a quantificação dos alvéolos por campo do tipo 

AB1 (C e I) (Sham 5,5 ±1,6; Câncer 6,3 ±1,3; Radiação 6,0 ±1,2; Câncer + Radiação 12,3 

±3,8) e alvéolos por campo do tipo AB2 (B e J ) (Sham 3,7 ±1,1; Câncer 3,3 ±0,4; Radiação 

3,3 ±0,6; Câncer + Radiação 3,8 ±0,6)  lóbulos por campo (A e K ) (Sham 3,3 ±0,3; Câncer 

1,7 ±0,2 ; Radiação 3,7 ±0,5; Câncer + Radiação 3,0 ±0,2) e comprimento  (E, F, G, H e L ) 

(Sham 42,8mm ±5,43; Câncer 45,3mm ±3,1; Radiação 53,5mm ±1,8 ; Câncer + Radiação 

47,2mm±0,3) dos grupos experimentais. As fotografias das glândulas mamarias foram 

utilizadas para medição da sua elongação (Distância medida a partir da área da 

papila mamária até o ponto mais distal da glândula mamaria). Contudo, não foram 

observadas diferenças nos paramentos de elongação das glândulas. 
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Figura 12: Análise morfométrica da glândula mamária pela técnica whole mount. 

Quantificação dos alvéolos por campo do tipo AB1, alvéolos por campo do tipo AB2 (B e J) 

ductos por campo (A e K) e comprimento (E, F, G, H e L) dos grupos experimentais. *: p<0,05 

vs Sham; #:p<0,05 vs Câncer; $:p<0,05 vs Radiação; @:p<0,05 vs Câncer+Radiação. Os 

valores foram expressos como MEDIA± EPM. As setas das imagens representam estruturas 

mamarias: (A) Lóbulo, (B): AB2, (C):AB1.  

A análise histológica pela coloração de H&E com auxílio do microscópio Leica 

acoplado a câmera ICC50 HD, permitiu a obtenção de fotos do tecido adiposo 

mamário das ratas para a quantificação de adipócitos e ductos por campo, com 

avaliação com o software FIJI. Observou-se por meio desta análise um aumento 

quantitativo no número de ductos no grupo Câncer (7,4µm2 ±1,75) quando 

comparados aos demais grupos (Sham 2,5µm2 ±0,2; Radiação 2,5µm2 ±0,6 Câncer + 

Radiação 3,0µm2 ±0,5). Quanto aos adipócitos, não se observou nenhuma diferença 

entre os grupos do experimento. (Sham; Câncer; Radiação; Câncer + Radiação)  
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Figura 13:Quantificação de ductos por àrea (A) e dipócitos (B) por campo*: p<0,05 vs Sham; 

$:p<0,05 vs Radiação; @:p<0,05 vs Câncer+Radiação. Os valores foram expressos como 

MEDIA± EPM.  

Secções histológicas coradas com Picrossírius red foram utilizadas para mensuração 

da deposição de colágeno em torno dos ductos mamários das ratas (Figura 14 A) e 

no tecido adiposo mamário (Figura 14 B). Com auxílio do software FIJI, as 

microfotografias obtidas dos cortes foram avaliadas e sua análise indicou aumento 

na deposição de colágeno nos ductos nas ratas dos grupos Câncer (61,78% ±3,57) 

Radiação (61,20% ±5,36) Câncer + Radiação (61,04% ±4,92) quando comparados ao 

grupo Sham (40,20% ±5,07). A deposição de colágeno no tecido adiposo foi reduzida 

de forma significativa nos grupos Radiação (16,55% ±2,05) e Câncer + Radiação 

(14,16% ±3,08) quando comparados ao grupo Câncer.    
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Figura 14: Quantificação da deposição de colágeno nos ductos: p<0,05 vs Sham. (A) e no 

tecido adiposo mamário. #:p<0,05 vs Câncer. Os valores foram expressos como MEDIA± 

EPM.  

 

A inflamação na GM foi avaliada por contagem de mastócitos (figura 15), onde 

secções foram coradas com Alcian blue e as lâminas fotografadas na objetiva de 

40x. A contagem permitiu observar o aumento significativo na quantidade de 

mastócitos no grupo Câncer (0,006 µm2 ±0,005) quando comparado aos demais 

grupos.  
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Figura 15: Quantificação de mastócitos das glândulas mamarias coradas com Alcian blue 

em contato com os ductos e por área de estroma. Valores expressos como média ± EPM.  

Criosecções de tecido mamário previamente emblocado em OCT foram incubadas 

com dihidroetídeo (DHE) para determinação da produção de ânions superóxidos (O2 

-) (Figura 16). A análise proveniente desta técnica não permitiu observar aumento na 

produção de ânions superóxidos nas GMs das ratas dos grupos (Sham (0,8 u.a ± 0,09), 

Câncer (0,8 u.a ±0,1), Radiação (0,8 u.a ± 0,1) Câncer + Radiação (1,2u. a ±0,1)). 
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Figura 16:Análise do estresse oxidativo das GMs por meio de quantificação de 

fluorescência de DHE dos grupos Sham (A), Câncer (B), Radiação (C) Câncer + Radiação 

(D). Valores expressos como MEDIA ± EPM 

Tabela com um resumo dos achados histopatológico das ratas dos grupos Câncer; 

Radiação; Câncer + Radiação; pela coloração H&E que permitiu a obtenção de fotos 

da glândula seguido de analises e avaliações realizadas em microscópio de luz 

Eclipe E200, Nikon® as cegas por um único patologista. O grupo Radiação 

apresentou o maior número de glândulas com hiperplasia ductal (42,85%) e sem 

alterações dignas de nota (57,14%); o grupo Câncer apresentou o maior número de 

célula com adenoma e com carcinoma cribforme (37,5%). 
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Tabela 1:Resumo dos achados histopatológicos em mamas de ratas. 

 

  Sham Câncer Radiação   Câncer + Radiação 

Achados         

Hiperplasia ductal 

(%) 
0 25 42,85 22,22 

Adenoma (%) 0 25 0 22,22 

Carcinoma 

cribiforme (%) 
0 37,5 0 22,22 

Sem alterações 

(%) 
100 12,5 57,14 33,33 

%: porcentagem relativa ao número de animais por grupo. 

Analise histopatológica do tecido mamário (figura 17) das ratas do grupo Sham; 

Câncer; Radiação; Câncer + Radiação; pela coloração H&E que permitiu a obtenção 

de fotos da glândula seguido de analises e avaliações realizadas em microscópio de 

luz Eclipe E200, Nikon® as cegas por um único patologista. A imagem (A) apresenta 

glândula mamaria sem alterações dignas de nota com tecido constituído por poucos 

ductos e túbulos, revestidos por uma camada de células epiteliais cuboidais simples, 

com alta adesividade, citoplasma eosinofílico e pouco delimitado, núcleo ovalado a 

arredondado, cromatina espessa e nucléolos pouco evidentes. Anisocariose 

discreta, pleomorfismo nuclear discreto e não foram observadas figuras de mitose. 

Tecidos adiposo e mioepitelial sem alterações. A imagem B da glândula mamaria 

apresenta hiperplasia ductal com tecido constituído por ductos e túbulos, revestidos 

por uma a duas camadas de células epiteliais cuboidais simples, que por vezes 

realizam projeções papilares para o lúmen. Células com alta adesividade, citoplasma 

eosinofílico e pouco delimitado, núcleo ovalado a arredondado, cromatina espessa e 

nucléolos pouco evidentes. Foi observado também discreta Anisocariose, 

pleomorfismo nuclear e não foram observadas figuras de mitose.  As células 

alveolares estavam organizadas em monocamada, revestindo o lúmen dos alvéolos. 

As células epiteliais apresentaram citoplasma eosinofílico, com formato 

predominantemente cuboidal, núcleo ovalado, cromatina densa e nucléolos pouco 
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evidentes. Alem disso as células apresentaram pouca quantidade de tecido 

conjuntivo intra alveolar. A imagem D apresenta Glândula mamaria com 

neoformação constituída por intensa proliferação de células epiteliais cuboidais 

simples dos ductos, que assumem um padrão sólido e, por vezes, formam lúmen 

secundário. Anisocariose e pleomorfismo nuclear moderados. Não foram observadas 

figuras de mitose. Discreta a moderada reação desmoplasica e neovascularização. 

A imagem C apresenta a imagem de um adenoma com tecido constituído por poucos 

lóbulos, que possuem alguns alvéolos revestidos por uma camada simples de células 

epiteliais cuboidais, com marcante vacuolização intracitoplasmática supranuclear. 

Núcleo ovalado, assumindo posição basal e cromatina densa. Anisocitose e 

pleomorfismo nuclear discretos, nãos sendo observadas figuras de mitose.   
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Figura 17: Alterações histopatológicas do tecido mamário de ratas (R. norvergicus), da 

linhagem Wistar, submetidas a radiação natural das areias monazíticas do litoral de Meaípe, 

Espírito Santo, e induzidos ao câncer com 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA). A) Glândula 

mamária sem alterações (grupo Sham); B) Hiperplasia ductal, caracterizada por formações 

de projeções papilares do epitélio para o lúmen do ducto; C) Adenoma mamário, exibindo 

células epiteliais alveolares apresentando citoplasma vacuolizado (*) e núcleo localizado 

basalmente; D) Carcinoma cribiforme induzido por 7,12-dimetilbenzantraceno, caracterizado 

por uma intensa proliferação de células epiteliais neoplásicas, que assumem padrão sólido 

(seta). Hematoxilina e eosina, Bar= 100µm.  

Imagens histológicas da evolução do carcinoma (figura 18) encontrado no grupo 

induzido ao câncer sem exposição à radiação. Seções do 4º par da glândula mamaria 

foi corada com H&E que permitiu a obtenção de fotos da glândula seguido de 

analises e avaliações realizadas em microscópio de luz Eclipe E200, Nikon® as cegas 

por um único patologista. A imagem A mostra a neoformação epitelial maligna com 
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aspecto sólido; a imagem B apresenta formação de lúmen secundário entre as 

células tumorais; a imagem C mostra a neovascularização entre células epiteliais e 

a imagem D mostra células epiteliais malignas e neovascularização na borda do 

tumor.  

 

Figura 18: Evolução do carcinoma cribforme, diagnosticado na glândula mamaria de ratas 

submetidos a indução ao câncer pelo 7,12 dimetilbenzantracenno. A) Neoformação epitelial 

maligna assumindo aspecto sólido; B) Formação de Lúmen secundário entre células 

tumorais (seta); C) Neovascularização entre as células epiteliais; D) Células epiteliais 

malignas e neovascularização na borda do tumor (seta) Hematoxilina e eosina, Bar= 

100µm. 
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7.DISCUSSÃO  

 

Este estudo é pioneiro em avaliar os possíveis efeitos da radiação natural encontrada 

nas areias monazíticas da praia de Meaípe (Guarapari-ES), sobre o desenvolvimento 

do câncer de mama em ratas Wistar. Para isso, foram formados grupos 

experimentais de ratas que foram expostas a radiação, induzidas ao câncer e após 

26 semanas de indução ao câncer com DMBA e/ou exposição à radiação, foi possível 

identificar, analisar e comparar os efeitos da radiação no processo de 

desenvolvimento e estabelecimento do câncer mamário. A simulação foi realizada 

com a areias retiradas da praia de Meaipe no município de Guarapari, pois a cidade 

possui umas das maiores taxas de radiação de fundo natural do mundo e é 

conhecida no estado do Espirito Santo como cidade saúde devido à presença dessas 

areias nas praias.   

Resumidamente, nosso trabalho fornece evidencias que a exposição à radiação 

ionizante não causou alterações na pressão arterial. As estruturas mamarias AB1 e 

AB2, estiveram aumentadas nos grupos irradiados, e esse dado demonstra que as 

mamas das ratas induzidas ao câncer tiveram menos TEBs acometidos pelo 

carcinogêneo. Esse achado foi evidenciado também no número de lóbulos que 

estava maior nos grupos tratados com radiação ionizante demostrando assim a 

progressão do desenvolvimento sadio da glândula. Além disso, os números de 

ductos foram menores no grupo que associou radiação e indução do câncer. Nosso 

achado principal culminou com o número de ratas acometidas com lesões na 

glândula mamaria. O grupo induzido ao câncer e exposto a radiação apresentou 

menor porcentagem de câncer cribiforme, considerado o mais agressivo, e maior 

taxa de mamas sem alterações quando comparado ao grupo que foi induzido ao 

câncer sem exposição à radiação.  

Alguns pesquisadores ainda se contrapõem quanto aos efeitos biológicos da 

radiação ionizante de fundo natural, a dose mínima e o tempo de exposição a que 

um organismo vivo pode ser submetido sem causar danos biológicos. Nosso grupo 

de estudo já demonstrou que a exposição continua a radiação ionizante por 3 meses 

em ratas, de linhagem wistar, virgens com 10 semanas de vida a uma dose baixa 
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(3,61 µSv/h) e alta (20 µSv/h) não causou nenhuma alteração antropométrica, na 

pressão arterial, no ciclo estral, na estrutura ovariana, no tecido hepático e nem 

houve aumento de estresse oxidativo ao final do experimento (COUTINHO, 2020).   

Durante toda a condução do experimento, os pesos corporais das ratas foram 

monitorados uma vez por semana e o ganho de peso foi evidenciado em todos os 

grupos experimentais. Na análise dos pesos verificamos que os animais do grupo 

Câncer apresentou maior ganho de peso no primeiro mês de experimento, quando 

comparado ao grupo Sham e ao grupo Câncer+Radiação e no segundo mês quando 

comparado aos demais grupos, já o grupo Radiação, não apresentou nenhuma 

diferença quando comparado aos demais grupos. Dobrzynski (2015) em um estudo 

sobre a mortalidade por câncer entre pessoas que vivem em áreas com vários níveis 

de radiação natural afirma que baixas doses de radiação podem induzir o equilíbrio 

fisiológico e a reparação ao dano celular. Com base em um levantamento de dados 

de estudos que abordaram a temática da radiação de fundo natural, eles não 

evidenciaram nenhuma alteração antropométrica induzida pela radiação de fundo 

natural em nenhum dos grupos analisados (COUTINHO,2020; DOBRZYNSKI, 2015; 

CALEGARO, 2019).  

As Normas de Proteção Radiológica recomendam que um indivíduo público que 

mora em áreas onde há radiação de fundo receba sem que possa haver alterações 

biológicas em seu organismo a dose de 1,46 mSv em 365 dias e 1,08 mSv em sete 

meses, que equivale à 0,004mSv ao dia. Considerando a relatividade entre a massa 

corporal de um rato e de um ser humano, é possível perceber que a dose acumulada 

máxima para um rato num período de vinte e seis semana é de 0,146mSv (CNEN, 

2011). Logo, as ratas do presente estudo receberam uma dose acumulada 103 vezes 

maior do que a dose recomendada, pois foram expostas a dose acumulada de 15,0 

mSv. Mesmo com a exposição a uma dose considerada muito alta para o cidadão 

comum, é possível inferir que as ratas desenvolveram um processo adaptativo à 

radiação gama. 

De acordo com Calegaro (2019), as células são capazes de adaptar à certos níveis 

de radiação, assim como fazem com outras formas de agressões celulares. Para 

superar o processo adaptativo e não construir resultados falso positivos, as ratas 
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foram expostas a radiação por um período de cento e oitenta e dois dias. 

CALEGARO (2019) em seu estudo, comparou também indicadores biológicos de 

cidades com elevado nível de radiação natural com outras consideradas normais e 

não evidenciou efeitos danosos nos dados analisados da saúde dos habitantes das 

cidades com radiação de fundo natural.  De acordo com Veiga & Koifman, 

(2005)Veiga, a alta radiação emitida de fontes naturais pode gerar danos biológicos. 

No entanto, a literatura ainda apresenta controvérsias quanto a relação do 

aparecimento do câncer com a exposição à radiação pelo risco ocupacional, a 

radiação liberada pelos procedimentos médicos, e a radiação de pessoas que 

residem em lugares com emissão de radiação de fundo natural (GYULEVA et al., 

2015, ICRP, 2018; BEIR, 2005; UNSCEAR, 1993). 

Num caso extremo, havendo algum sistema biológico que resida e permaneça de 

forma contínua sobre uma fonte de radiação natural com taxa de 0,00361 mSv/h, 

este sistema biológico receberá uma radiação acumulada de 15 mSv no período de 

aproximadamente sete meses e 30,96 mSv ao final de um ano de exposição. 

Portanto, dependendo da frequência, do tempo de permanência e da região que um 

ser humano se localize na praia de Meaípe, os valores de dose acumulada poderão 

estar acima dos recomendados pela Organização para Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (NEA-OCDE 1979), Conselho Internacional de 

Proteção Radiológica (ICRP, 2002) e o Comitê das Nações Unidas sobre os Efeitos 

da Radiação Atômica (UNSCEAR 2000). Poderão também estar acima das doses 

recomendadas por BEIR VII (2005).   

Em relação ao ciclo ovariano das ratas, visualizamos como descrito na literatura por 

CORA (2015), em que o ciclo estral de todos os grupos experimentais tanto no início 

quanto nos últimos quatorze dias de experimento, teve a duração média de 4 a 5 

dias com identificação das fases de proestro, estro e diestro e a presença de todos 

os tipos de células características de cada período do ciclo. COUTINHO 2020, não 

detectou alterações no ciclo estral quando as ratas foram expostas a dose de 

radiação igual a usada neste experimento (3.61 µSv/h). No atual estudo, todos os 

grupos apresentaram pequenas oscilações na regularidade, tamanho e quantidade 

de ciclos. Essas pequenas alterações só foram evidentes no grupo 

Câncer+Radiação na fase de proestro do grupo e nas ratas sham quando 
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comparadas entre grupos na mesma etapa. As pequenas alterações foram evidentes 

também no grupo Radiação quando comparado com os grupos de experimentos 

diferentes. Em um experimento realizado por Kerdelhué B (2016) as ratas de 

linhagem wistar quando foram induzidas ao câncer de mama com DMBA, não 

apresentaram nenhuma alteração nas secreções pré-ovulatórias ou basais de LH, 

FSH, PRL em nenhum momento do ciclo estral. Wood (2002) aponta em seu estudo 

que as lesões pré-neoplásicas desenvolvidas pelo DMBA não evoluem bem em ratas 

wistar.  

De acordo com um estudo realizado por Lo Prest (2004), quanto menor a dose e o 

campo de irradiação a que o ovário é exposto, maiores são as chances de reparação 

fisiológica. Como nossos animais foram irradiados de corpo inteiro, não foi possível 

mensurar a dose recebida apenas em um órgão. Adrienens (2009) aponta dados em 

seus estudos que mostram que as alterações provocadas nas células germinativas 

podem apresentar consequências na sua função reprodutiva ou em gerações 

seguintes. 

De acordo com Unscear (2000), o núcleo da célula é o principal local de mutação 

celular induzida por radiação e o DNA é o alvo principal. Quando esse dano ocorre, 

inicia o processo de reparação celular e a eficácia do reparo determina o retorno das 

funções celulares normais. No entanto, se o reparo falhar, pode ocorrer alterações, 

perda de informações genéticas e apoptose. O DMBA ao ser metabolizado pelas 

células epiteliais mamarias, geram metabólicos polares que também causam danos 

no DNA.  

Estudos científicos com protocolos de irradiação não mostraram aumento na 

latência, incidência ou número total tumores mamários em animais que receberam 

doses fracionadas quando comparados a animais que receberam doses únicas 

(RUSSO 1996).  

Assim como Coutinho (2020), as ratas expostas a radiação não apresentaram 

alterações na pressão arterial. O grupo exposto a radiação sem indução neoplásica 

iniciou o experimento com pressão arterial sistólica menor quando comparado aos 

grupos Câncer e Câncer + Radiação e pressão arterial diastólica menor quando 
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comparadas aos demais grupos. Ao final do experimento, não houve diferença na 

pressão arterial sistólica e todos os grupos apresentaram pressão arterial diastólica 

menor que o grupo sham. 

No nosso protocolo experimental, o DMBA foi administrado em fêmeas de ratas 

virgens com 49 dias de idade. Nesse período, as glândulas mamarias apresentam 

as estruturas dos chamados terminal and buds (TEBs) altamente proliferativas, 

densas e com baixo índice de morte celular quando comparados aos lóbulos e 

alvéolos (RUSSO et al., 1996; MACEJOVÁ & BRTKO, 2001). Por isso, os TEBs são 

os principais alvos da ação de carcinogênicos na glândula mamaria. Com à indução 

do câncer, os TEBs se tornam mais espesso devido a proliferação epitelial e ao invés 

de se diferenciar em AB1 ou AB2, forma um lumem secundário com múltiplas 

camadas que se diferencia em proliferações intraductais (IDPS). As convergências 

dos IDPS evoluem para microtumores que inicialmente são chamados de 

carcinomas intraductais e que podem continuar se desenvolvendo e culminar em 

adenocarcinomas. Os adenocarcinomas por sua vez se diferenciam em cribiforme, 

comedo, tubular e papilar (RUSSO et al., 1989; RUSSO & RUSSO, 2000; RUSSO & 

RUSSO, 2004). A alta sucessibilidade de TEBs a transformação neoplásica 

apresentada por Russo & Russo, (2004) foi evidenciado no nosso estudo pois a 

quantidade de AB2 no grupo câncer foi menor quando comparado ao grupo Sham, 

já a quantidade de AB1 foi menor matematicamente nos grupos Câncer e 

Câncer+Radiação quando comparados aos grupos Sham e Radiação.  

Os lóbulos também são estruturas mamarias formados da evolução dos TBEs. No 

entanto ao metabolizar o DMBA, nas glândulas mamarias as alterações induzidas 

pela administração do carcinogênio causam alterações no desenvolvimento do TEBs 

que não se diferenciam até formar o lóbulo. Russo & Russo (1996), afirma que 

mesmo nos grupos com indução do câncer, alguns TBEs ainda sofrem diferenciação, 

porém sempre em número menor que o grupo Câncer como mostra o nosso estudo. 

Ao comparar o grupo Câncer com o grupo Câncer + Radiação podemos perceber 

que há um aumento matemático no número de lóbulos no grupo exposto à radiação. 

Esse dado pressupõe um efeito benéfico da radiação ionizante.  
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Os TEBs afetados pelo DMBA não se diferenciam em AB1 ou AB2, e podem 

desenvolver lesão cancerígena (RUSSO & RUSSO, 2004; RUSSO, 2015). O 

presente estudo, evidenciou os caminhos da progressão histológica do câncer no 

grupo tratado com DMBA sem exposição à radiação ionizante.  As ratas desse grupo 

apresentaram maior número de ductos quando comparados aos demais grupos da 

pesquisa. Nenhum grupo apresentou alteração no tamanho do quarto par da 

glândula mamaria medidos em centímetros e processadas com o protocolo de whole 

mount. A literatura não apresenta dados que relacione o comprimento da mama com 

o desenvolvimento ou prevenção do câncer de mama em animais e humanos.  

O câncer de mama é considerado uma patologia de etiologia hormonal. E os 

estrogênios são hormônios esteroides presentes na glândula mamaria capazes de 

promover o crescimento e o desenvolvimento de cânceres celulares, especialmente 

em órgãos sensíveis ao estrogênio, como o tecido mamário. A literatura relata que o 

câncer de mama é o câncer dependente de estrogênio mais prevalente em mulheres 

de países em desenvolvimento (SANKARANARAYANAN R, 2014; GUTNIK 

LA;2016). Os estrogênios possuem o papel de promover a proliferação, tanto em 

células normais como em células neoplásicas e a sua ação nos mamíferos é em 

grande parte mediada por seus receptores (RE-α e RE-β) e respectivos cofatores 

(LO E SUKUMAR, 2008). Esses receptores regulam a transcrição de diversos genes 

relacionados a regulação de ciclo celular, replicação do DNA, desenvolvimento dos 

órgãos reprodutivos, angiogênese e progressão tumoral (RONDÓN-LAGOS et al., 

2016). Em nosso estudo, os grupos induzidos ao câncer apresentaram níveis 

elevados de estradiol. Essa alteração é justificada pelo aumento da invasão e 

densidade de células cancerígenas dos tumores mamários e hipertrofia dos lóbulos 

que estavam diminuídos nesses grupos e aumento dos IDPs. Além disso, o 

estrogênio possui papel significativo na estimulação e proliferação celular 

característicos da progressão do câncer. 

Além das alterações nos níveis de estradiol induzidos pelo câncer, estudos mostram 

que a radiação ionizante aumenta as taxas do hormônio estradiol e de seus 

metabólicos. Em um estudo realizado por Suman et al., 2012 camundongos foram 

expostos a 2 γ-radiação do corpo inteiro com uma taxa de dose 1 Gy/min e após três 

seções de irradiação em dois meses, os animais apresentaram níveis de estradiol 
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cinco vezes maiores que nos animais do grupo controle. Além disso, as ratas da 

avaliação dos níveis de estradiol do presente trabalho estavam na fase estro do ciclo 

estral. De acordo com os estudos de Helm JS, 2020; os níveis elevados de estradiol 

e a fase estro do ciclo, potencializam os efeitos cancerígenos da radiação ionizante. 

Esses efeitos foram demonstrados nos níveis de estradiol dos grupos Câncer e 

Câncer + Radiação que foram maiores que os grupos Sham e Radiação.  Yuan L et 

al., 2016 evidenciou em seus estudos que o estrogênio também aumentou 

diretamente o estresse oxidativo em camundongos virgens. 

Várias pesquisas cientificas relacionaram a  exposição à radiação ionizante com 

produção de espécies reativas de oxigênio e danos ao DNA (LEACH 2001; 

NARAYANAN et al., 1997; JONES et al., 2007 ; SAENKO et al., 2013). Os danos 

podem ser imediatos ou tardios.  Com base nos dados desses estudos, as ROS 

aumentam de acordo com a dose e o período de analise após a exposição. As células 

que receberam entre 0,5 e 12 Gy apresentam níveis de ROS elevados após 1 a 2 

dias (SAENKO et al., 2013 ). No entanto, quando as células foram expostas a raios 

de 1Gy, as ROS se estabilizam após 7dias da exposição (WERNER et al.,2014 ). O 

tipo de dano ao DNA depende da transferência linear de energia por unidade de 

comprimento ou LET. A qualidade e quantidade da LET, depende da fonte. E a 

radiação gama é de baixa LET, e depositam pouca excitação energética 

(GOODHEAD; 1988 ).  Essa baixa deposição corrobora nossos dados pois não 

evidenciamos diferença das ROS entre os grupos experimentais.    

 As espécies reativas de oxigênio são moléculas baseadas no oxigênio que geram 

radicais livres incluindo o ânion radical superóxido (EGEA et al., 2017 ). O aumento 

da produção desse ânion no organismo causa oxidação da dihidroetidina (DHE) 

(MILLER et al., 1998). A microscopia de fluorescência do DHE, foi usada em nosso 

experimento como marcador do estresse oxidativo da glândula mamaria. No entanto, 

não foi evidenciado diferença na avaliação do estresse oxidativo do terceiro par da 

glândula mamaria das ratas em nenhum grupo experimental.  

O acumulo de mastócitos também tem sido associado ao processo de tumorigenese 

pois eles fazem parte do sistema imunológico inato e é constantemente ativado no 

desenvolvimento tumoral. O seu acumulo é caracterizado como responsável pelo 

crescimento e prognostico desfavorável em vários canceres humanos incluindo o 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR139
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR105
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carcinoma mamário (MANTOVANI et al., 2008; GALLI et al., 2010). Isabella, S, 

(2018), demonstrou em seus estudos, que os grupos induzidos ao câncer com DMBA 

apresentaram número de mastócitos superiores quando comparados aos grupos 

tratados e controle. 

O adipócito é um tipo de célula abundante no estroma do tecido mamário, uma fonte 

de moléculas de sinalização e de suporte para o crescimento do tumor mamário em 

resposta a estímulos nutricionais ou hormonais (SCHERER PE, 2006; RAJALA MW; 

2014). Dentre outras funções, os adipócitos também produzem e secretam colágeno, 

sendo a fonte potente do colágeno tipo VI. A expressão do colágeno é altamente 

enriquecida no tecido adiposo e contribui com funções essenciais para o ambiente 

local da matriz extracelular (SCHERER PE, 1998; VOGEL, 2001). No nosso 

experimento, o número de adipócitos não apresentou diferença entre os grupos. Os 

dados da deposição de colágeno nos ductos estavam maiores nos grupos Câncer, 

Radiação e Câncer + Radiação. Na análise da deposição de colágenos no tecido 

adiposo, o grupo tratado com DMBA sem exposição à radiação apresentou maior 

deposição, quando comparado aos grupos Radiação e Câncer + Radiação. Iyengar 

et al., (2005) demonstrou em um estudo com camundongos, que adipócitos isolados 

do colágeno tipo IV foram incapazes de sustentar o crescimento tumoral. Iyengar,et 

al.,(2005), demonstrou também que a falta do colágeno tipo IV leva a uma redução 

do crescimento tumoral. Ainda de acordo com os estudos anteriores, o colágeno 

secretado pelo adipócito, promove a displasia e crescimento tumoral precoce in vivo. 

Isabella, S, (2018) em um estudo com ratas de linhagem Sprague Dawley observou 

um acumulo excessivo de colágeno e de populações de mastócitos no grupo tratado 

com DMBA sozinho quando comparado ao grupo tratado com DMBA+ 

Diindolilmetano (DIM). 

A cidade de Guarapari, especialmente na praia de Meaipe, possui uma radiação de 

fundo natural considerada uma das mais altas do mundo. Alguns autores apresentam 

dados de uma maior incidência de alterações biológicas associadas a exposição à 

radiação de fundo natural (L. H. S. Veiga & Koifman, 2005; R. Veiga et al., 2006). 

Outros autores postulam que não há alterações maléficas ou benéficas na 

tumorigenese mamaria quando animais são expostos a radiação de fundo natural 

(ESLAMI et al., 2019; GYULEVA et al., 2015). Nosso grupo de estudo não observou 
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alterações no grupo exposto a radiação que favorece ao desenvolvimento do câncer, 

pois 57 % não apresentaram nenhuma alteração neoplásica e 43 % apenas 

hiperplasia ductal. Assim, nessa exposição não há danos, mas, será necessário 

elucidar os efeitos da radiação no organismo humano pois há evidencias de uma 

forte relação linear entre a dose ofertada e os danos causados (COUTINHO et 

al.,2020; VEIGA, KOIFMAN, 2005). Quando comparados os grupos tratados com 

DMBA, o grupo Câncer apresentou maior número de animais com carcinoma 

cribiforme 37,5% e o grupo Câncer + Radiação apresentou o maior número de 

animais sem alterações 33,33%. Esses dados podem corroborar com a ideia de que 

as células desenvolvem adaptação ao estimulo da radiação postulado em alguns 

trabalhos científicos e que as células irradiadas desenvolvem mecanismo de 

proteção para uma nova exposição (SHARMA et al., 2019; DAINO et al., 2018; SUIT 

et al., 2007). É importante ressaltar que as ratas de linhagem wistar apresentam 

baixa sensibilidade ao desenvolvimento de câncer de mama com indução química 

pelo DMBA quando comparadas às outras linhagens de ratos disponíveis. Assim, 

algumas alterações evidenciadas na indução do câncer em algumas linhagens, não 

foram observadas nas ratas wistar do nosso estudo (KUBATKA; 2002). 

As convergências dos IDPS evoluem para microtumores que inicialmente são 

chamados de carcinomas intraductais e que podem continuar se desenvolvendo e 

culminar em adenocarcinomas (AdCa). Os adenocarcinomas por sua vez se 

diferenciam em cribforme, comedo, tubular e papilar (RUSSO et al., 1989; RUSSO & 

RUSSO, 2000; RUSSO & RUSSO, 2004).  

As ratas expostas a radiação sem indução neoplásica apresentaram 42,85% de 

glândulas mamarias classificadas como hiperplasia ductal. Nessa classificação o 

tecido é constituído por ductos e túbulos com pouca quantidade na região intra      

alveolar, revestidos por uma a duas camadas de células epiteliais cuboidais simples, 

que por vezes realizam projeções papilares para o lúmen. A hiperplasia ductal é 

identificada como a fase intermediaria no desenvolvimento da tumorigenese e é 

comumente observada após exposição à radiação ionizante e indução neoplásica 

com indutores químicos como o DMBA (HELM JS ,  2020 ; PURNELL 1980 ; RUSSO 

et al. , 1977 ). TANAKA et al., (2007) em um estudo com 4000 camundongos realizou 

um experimento com exposição à radiação gama de baixa dose e não encontrou 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7261741/#CR454
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diferença significativa no aparecimento de neoplasias quando comparou o grupo 

controle ao grupo exposto a radiação gama com dose crônica abaixo de  0,021 

Gy/dia.  

Diante dos achados, concluímos que doses ~ 15,0 mSv de radiação ionizante por 

meio da utilização de um simulador físico de radiação gama (SF) construído a partir 

das areias monazíticas da praia de Meaípe - Guarapari (Brasil) não são capazes de 

causar danos estruturais nem promover o desenvolvimento de câncer de mama, 

além de impedir o desenvolvimento de câncer cribforme nas ratas.   
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8. CONCLUSÃO 

  

Em conclusão, nosso modelo demonstra que a exposição a dose (3,61 μSv/ h) de 

radiação gama não tem a função de potencializar o câncer na glândula mamaria de 

ratas wistar, onde é demonstrado no número reduzido de ratas exposta a radiação e 

tratadas com carcinogêneo DMBA, acometidas com lesões na glândula mamaria. 

Essa premissa é evidenciada nos efeitos fisiológicos da radiação demonstrados pela 

não identificação de lesões características do câncer cribforme mamário. A radiação 

ionizante não foi capaz de promover aumento do estresse oxidativo e nem alterações 

na pressão arterial. É possível que as células das ratas expostas à radiação tenham 

desenvolvido mecanismos adaptativos a radiação ionizante pois não houve 

alterações no número de mastócitos como marcador de inflamação assim como 

alterações no ciclo estral. Além disso, as glândulas mamarias das ratas expostas a 

radiação apresentaram maior número de glândulas sem alterações fisiológicas. Esse 

estudo por sua vez permite ampliar o conhecimento dos efeitos biológicos da 

radiação de fundo natural da praia de Meaipe, no município de Guarapari-ES e 

garantir que mais análises sejam realizadas para entender os mecanismos 

envolvidos na radiação e glândulas mamárias.  
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