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RESUMO

O objetivo deste estudo foi elaborar um modelo experimental de carcinogénese
pulmonar em ratos wistar. Para tanto, foi realizada inje¢c&o intra-pulmonar da
diluicdo em alcool 70% de Benzo[a]pireno (B[a]P), um hidrocarboneto
aromatico policiclico amplamente conhecido por seu poder de indugao tumoral.
Apoés realizacdo de estudo para verificagdo do grau de proliferagdo celular
induzido pelo B[a]P, cuja confirmagdo pbéde ser obtida através da analise
histolégica dos pontos de regides organizadoras nucleolares argirofilicas
(AgNOR) 03 semanas apos a injegao (10mg/kg = 1,84+0,13; 20mg/kg =
2,4810,28), foram formados trés grupos experimentais com 08 animais cada:
Grupo Controle (alcool 70%); Grupo B[a]P 10 mg/kg; e Grupo B[a]P 20mg/kg,
submetidos a eutanasia 08, 10, 12 e 14 semanas apdés o procedimento
experimental. As sec¢des pulmonares foram coradas por hematoxilina e eosina
(HE) e submetidas a analise morfométrica para descricdo das alteragdes
teciduais. Em todos os grupos observou-se a presenga de alteragdes
inflamatdrias difusas, porém na analise do tecido pulmonar dos grupos
experimentais, observou-se alteragdes hiperplasicas (hiperplasia de BALT), e
em um dos animais do grupo experimental 20mg/kg (12 semanas) notou-se a
presenca de pleomorfismo celular epitelial traqueal, sugerindo a formagéo de
adenocarcinoma in situ. Concluiu-se neste estudo que a injegao intra-pulmonar
de B[a]P € um método de facil realizacdo e pode constituir um modelo
adequado quando utilizadas doses e periodos maiores de observagao. As
principais alteracbes secundarias a injecéo intra-pulmonar de B[a]P em ratos
Wistar foram: proliferagdo celular, alteragdes inflamatdrias de diversos graus e
hiperplasias nodulares linfoides.

Descritores: carcinogénese, cancer de pulm&o, benzo[a]pireno, neoplasias,
modelo experimental.



ABSTRACT

The aim of this study was to elaborate an experimental model of pulmonary
carcinogenesis in Wistar rats. So it was carried through an intra-pulmonary
injection of the Benzo[a]pyrene (B[a]P) dilution in alcohol 70%, a polycyclic
aromatic hydrocarbon widely known by its power of tumoral induction. After
daily study accomplishment to verify the induced degree of cellular proliferation
by the B[a]P, which confirmation was gotten through the histological analysis of
the Argyrophilic Nucleolar Organizer Regions (AgNOR) points 03 weeks later
the injection (10mg/kg = 1,84+0,13; 20mg/kg = 2,48+0,28), three experimental
groups had been formed with 08 animals each: Control Group (Alcohol 70%);
B[a]P Group 10 mg/kg; e B[a]P Group 20mg/kg, submitted to euthanasia 08, 10,
12 and 14 weeks after the experimental procedure. The pulmonary sections had
been colored by hematoxilin-eosin (HE) and submitted to the morphometrical
analysis to describe the tissue alterations. The presence of diffuse inflammatory
alterations was observed in all groups, however, at the analysis of the
pulmonary tissue of the experimental groups, it had been observed hyperplasic
alterations (BALT hyperplasia), and in one of the animals of the experimental
group 20mg/kg (12 weeks), it was noticed the presence of cellular epithelial
tracheal pleomorphism, suggesting the adenocarcinoma formation in situ. It had
been concluded in this study that the intra-pulmonary injection of B[a]P is an
easy realization method, and can be an adequate model when major doses and
observation periods will used. The main secondary alterations to the intra-
pulmonary injection of B[a]P in Wistar rats were: cellular proliferation,
inflammatory alterations of several degrees and nodular lymphoid hyperplasias.

Key words: carcinogenesis, lung cancer, benzo[a]pyrene, neoplasms,
experimental model.



1. INTRODUCAO

O cancer de pulmao representa a causa mais comum de Obitos por
cancer em ambos os sexos no mundo desenvolvido, sendo considerada uma
das mais importantes doengas na medicina moderna. No mundo inteiro em
2001, o cancer de pulmao causou mais de um milhdo de mortes, e sua
incidéncia global tem aumentado cerca de 0,5% ao ano, sendo maior que o
cancer colorretal, uterino e de mama combinados’.

Somente nos Estados Unidos, estima-se que foram diagnosticados em
2002 cerca de 169.400 novos casos da doenga, levando a 6bito cerca de
155.000 pacientes no mesmo ano. Existem, portanto, muitas razdes para
afirmar que constitui um dos maiores problemas de saude publica no mundo?®.

O habito tabagico constitui a causa de 80% dos casos de céncer de
pulmdo. Os riscos atribuidos a exposicdo a asbestos, agentes
ambientais/ocupacionais e fatores genéticos representam os demais casos®.

A analise citoldgica é o principal meio de obtengdo do diagndstico em
pacientes com suspeita de cancer de pulmao. A citologia do escarro poderia
certamente ser o primeiro passo em pacientes que apresentam lesao central ou
evidéncia radiografica de doenga metastatica, porém muitas instituicbes nao
tém estabelecido um programa de coleta e analise citologica, e as que realizam
esse procedimento sdo pouco dotadas de eficaz sensibilidade no processo de
analise®.

A patogénese do cancer de pulmao envolve o acumulo de multiplas
anormalidades durante um longo periodo de tempo, sendo a instabilidade

genbmica universalmente encontrada durante essa acumulagdo. Essas



mudancgas ocorrem precocemente em tecidos aparentemente normais, sem
caracteristicas macroscépicas da presenca de células cancerigenas®.

Aproximadamente 50 supressores tumorais e mais de 100 oncogenes
sao atualmente descritos. O fato desses componentes estarem intimamente
envolvidos no crescimento e divisdo celular, faz do cancer uma doenca
considerada como resultante da desregulagdo do ciclo celular®.

Uma marca significante da carcinogénese € a quantidade de DNA
mutante em relacdo ao DNA normal. O DNA mutante constitui modificacdes
covalentes do DNA resultante da exposi¢cado a agentes carcinogénicos ativados,
e é possivel que essas mutagcbes possam alterar diretamente a regulagdo da
transcripgdo dos supressores tumorais ou oncogenes. Apesar da importancia
da associagao dos aspectos genéticos da carcinogénese pulmonar, o impacto
clinico dessa associacao ainda é relativamente pequeno®.

A carcinogénese € um processo multifasico que envolve a iniciagao,
promogao, conversao maligna e progressdo. O evento mais precoce da
carcinogénese quimica (iniciagdo) requer a exposicdo a um agente
carcinogénico em sua forma mais reativa, ativagcdo metabdlica e a ligagcado do
agente a macromoléculas celulares®. A andlise molecular das diferentes fases
da teoria da carcinogénese permite supor que na fase de iniciacdo se produz
uma ou mais mutagdes simples, sendo que a maioria das células iniciadas nao
evoluirdo para outras fases, justificando a presenca de multiplas células
iniciadas em organismos adultos. A fase de promogdo (sem alteragbes
moleculares no DNA) muitas vezes esta ausente na realidade clinica, porém se

agentes cancerigenos forem suficientemente mutagénicos e a exposi¢ao a eles



abundante, entra-se diretamente na fase de progressdo (tumor localmente
invasivo ou doenga metastatica)’.

O progresso no tratamento do cancer de pulmdo tem se mostrado
desapontador. Um modelo animal de cancer pulmonar humano poderia
acelerar as investigagbes sobre novas formas de tratamento®.

Existem poucos modelos animais de cancer pulmonar humano. Sabe-se
que o cancer no animal pode ser induzido por uretano, asbestos ou
benzopireno, sendo este ultimo o mais importante carcinogénico, encontrado
em concentragdo de 20 a 40 ng em cada cigarro®. Um modelo animal utilizando
nitrosamina NNK associado a benzopireno, descrito por Hetch et al. (1994)
produziu adenomas bronquiais em aproximadamente 16 semanas, com um
observado aumento dose-dependente no nimero de tumores por animal®.

O benzopireno (3,4-benzo[a]pireno), substancia encontrada no alcatrao,
€ um hidrocarboneto aromatico policiclico resultante da queima do cigarro,
podendo ser encontrado também como produto da queima de combustiveis
fésseis. Com alto poder carcinogénico, tem tido seu metabolismo estudado em
sistemas “in vitro” e “in vivo”, e sabe-se que se liga ao DNA com maior
eficiéncia em células epiteliais do que em fibroblastos, com efeito indutivo
instalando-se em poucas horas apos sua aplicagéo. A ligagado de substancias
como o0 benzopireno com os constituintes celulares produz freqientemente
substancias quimicamente reativas (processo conhecido como bioativacao)
responsavel pela formagao de inumeros metabdlitos ativos, cuja presenga pode
desencadear o inicio de processos téxicos como mutagenicidade,

carcinogenicidade e necrose™. Além dos pontos de mutagido, pode também



levar a formacdo de uma linha simples na divisdo da cromatide celular,
fendbmeno freqlentemente presente no cancer de pulméao® .

Resultados de alguns estudos sugerem que as respostas metabdlicas
secundarias a exposicdo ao benzopireno tem importante papel em doencas
crbnicas ocupacionais, € que as alteracdes celulares do trato respiratério
podem ser devidas a reagdes imunoldgicas™.

Wolterbeek (1995) relata um método utilizado para indug¢ao de cancer de
pulm&o em modelos vivos baseado na instilacdo intratraqueal de suspenséao
salina de benzopireno cristalino. Em um experimento realizado com hamsters,
observou-se baixa resposta na indugcdo de alteracbes neoplasicas ou
paraneoplasicas no trato respiratério dos animais, provavelmente devido ao
uso de uma dose nao suficientemente alta da substancia. Ademais, foi
observada dificuldade no controle da resposta tumoral™.

Segundo Dawkins e Stockley (2001) o uso de ratos em modelos
experimentais de patologias pulmonares constitui a melhor escolha, porque o
genoma do rato tem sido extensivamente estudado e sua sequéncia apresenta
similaridades com o genoma humano'. Apesar de diferengas anatomo-
fisiologicas entre o sistema respiratorio de ratos e humanos, a utilizagdo das
cobaias facilita o desenvolvimento e introducdo de novas estratégias
terapéuticas, bem como possiveis métodos de quimioprevencéo e diagnostico
precoce’®.

Uma outra vantagem na utilizagdo de cobaias para determinagdo de
modelos de carcinogénese pulmonar baseia-se na alta resisténcia das células
do trato respiratério humano a transformagdes por carcinogénicos quimicos in

vitro, tendo varios estudos prévios com células humanas resultado mais



frequentemente em células fibroblasticas ao invés de células tipicas de cancer
pulmonar®,

Apesar dos diversos trabalhos abordando o tema em questdo, em
diversos artigos consultados observam-se lacunas em relagao a determinagao
de um protocolo de desenvolvimento de tumores pulmonares “in vivo”. Diante
disso, o presente estudo pretende elaborar, através da utilizacdo de um
conhecido agente carcinogénico ativo, um modelo experimental de
carcinogénese de trato respiratorio, observando-se os critérios dose e tempo-
dependéncia, lesbes celulares e caracteristicas histopatoldégicas mediante

coloragdes AgNOR e HE.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CANCER

O cancer é um crescimento celular anormal e incontrolado, que invade os

tecidos vizinhos e a distancia, e é conhecido ha varios séculos'.

E um importante problema de salude publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, sendo responsavel por mais de seis milhdes de 6bitos a cada ano,
representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Embora as
maiores taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos,
dos dez milhdes de casos novos anuais de cancer, cinco milhdes e meio séo

diagnosticados nos paises em desenvolvimento™.

Os tipos mais incidentes, a excegao de cancer pele ndo melanoma, sdo os de
prostata e pulmao no sexo masculino e mama e colo do utero no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo. Estima-se que o
cancer de pele ndao melanoma (116 mil casos novos) serd o0 mais incidente na
populagao brasileira, seguido pelos tumores de mama feminina (49 mil), prostata (47
mil), pulmé&o (27 mil), célon e reto (25 mil), estdbmago (23 mil) e colo do utero (19

mil)™.

A mortalidade por cancer na América Latina apresenta um padrdo em que

coexistem fatores de risco relacionados a pobreza e ao desenvolvimento. O Brasil



apresenta diferengcas regionais marcantes, possuindo grandes areas pouco
desenvolvidas, outras desenvolvidas e ainda onde coexistem as duas condicdes.
Estas regides apresentam taxas muito diferentes de mortalidade por cancer,
apresentando um padrdo de crescimento aproximadamente do Norte para o Sul.
Uma possivel explicacdo para este fato € que o Rio Grande do Sul, é considerado
um dos poucos estados brasileiros que possuem registros considerados confiaveis
de mortalidade por cancer. Uma consequéncia importante desse gradiente norte-sul

€ que os numero médios nacionais traduzem mal a realidade diversificada do pais®.

Segundos dados da Organizagdo Mundial de Saude (2002), os tipos de
cancer mais frequentes sao tumores de pulmao, célon e reto e de estdmago, tanto
nos paises industrializados, quando nos paises em desenvolvimento'. Com relagao
ao sexo, a prevaléncia de cancer entre os homens e mulheres € muito similar nos
paises desenvolvidos, enquanto nos paises em desenvolvimento, a prevaléncia nas
mulheres é 25% maior, o que reflete o predominio, em homens, e localizagdes de

cancer com pior sobrevida, tais como figado, esdfago e estbmago?®.

A distribuicao epidemiolégica de cancer no Brasil sugere um aumento entre
os tipos de cancer normalmente associados a alto status sécio-econémico — cancer
de mama, proéstata, colon e reto — e, simultaneamente, a presenga de taxas de
incidéncia persistentemente elevadas de tumores geralmente associados com a
pobreza — cancer de colo de utero, pénis, estbmago e cavidade oral. Esta
distribuicdo certamente resulta de exposicdo a um grande numero de diferentes

fatores de risco ambientais relacionados ao processo de industrializacdo, como



agentes quimicos, fisicos e biolégicos. Também de exposicdo a outros fatores

relacionados as disparidades sociais®.

2.1.1 CANCER DE PULMAO

O cancer de pulmao constitui a neoplasia de maior mortalidade nos dias
atuais. Segundo o Instituto Nacional de Cancer, apresenta um aumento de 2% ao
ano na sua incidéncia mundial e soma anualmente cerca de 1,2 milhées de novos

casos?.

Na populacdo masculina, o habito de fumar continua sendo responsavel pela
maioria dos casos diagnosticados de cancer de pulmao (podendo chegar a mais de
90% em alguns paises ou regides) e, nas mulheres, pode-se atribuir cerca de
metade dos casos de cancer pulmonar ao tabagismo. O céncer de pulmao
permanece como uma doenca altamente letal. A sobrevida média cumulativa total
em cinco anos varia entre 13 e 21% em paises desenvolvidos e entre 7 e 10% nos
paises em desenvolvimento. O habito de fumar é capaz de aumentar o risco de
desenvolvimento de cancer de pulmao em 20 a 30 vezes em tabagistas de longa
data e em 30 a 50% em fumantes passivos, nao existindo nenhuma dose ou
quantidade segura para o consumo. As taxas de incidéncia em um determinado pais

refletem seu consumo de cigarros™.

A maior parte dos casos acomete individuos entre 50 e 70 anos de idade e,
embora fosse inicialmente uma doenga epidémica entre homens em nacodes

industrializadas, o cancer de pulmao tornou-se uma doenca cada vez mais comum



entre as mulheres, devido principalmente a aceleragdao no consumo do tabaco e a
difusdo do tabagismo na populagdo feminina. Além do tabagismo, outros fatores
tradicionalmente aceitos sdo: presenca de doenca pulmonar preexistente, exposicao
ocupacional (asbesto, uranio, cromo, agentes alquilantes, entre outros), histéria

familiar de cancer de pulm&o e neoplasia pulmonar prévia® %,

O tabagismo passivo aumenta também o risco de desenvolvimento de cancer
de pulmao. Pesquisas sobre tabagismo passivo mostram que entre ndo fumantes
expostos de forma cronica a poluicdo tabagica ambiental, o risco de céncer de

pulm&o é 30% maior que entre ndo fumantes ndo expostos®.

O numero de casos novos de cancer de pulmao, estimados para o Brasil em
2006, é de 17.850 entre homens e de 9.320 nas mulheres. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 19 casos novos a cada 100 mil homens e 10

para cada 100 mil mulheres™.

2.1.1.1 Etiologia e Patogénese

Ha uma variedade de fatores que contribuem para o risco de cancer de
pulmao, porém o mais conhecido e mais fortemente aceito € o habito de fumar,
particularmente cigarros. Entretanto, apenas uma pequena fracdo de fumantes
desenvolve cancer de pulméo, o que indica uma susceptibilidade diferencial para a
carcinogénese, em parte por diferengas genéticas no metabolismo do carcinégeno
e/ou por variagao na capacidade de reparo do DNA. Estudos de bases moleculares

mostram que o0 dano genético ao epitélio respiratério secundario a exposigao
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tabagica persiste por décadas apds a cessagao do tabagismo. Atualmente 50% de
todos os novos casos de cancer de pulmao sédo diagnosticados em ex-fumantes,
ressaltando a marcante influéncia da “iniciagédo” na carcinogénese. Outros fatores
demonstrados sédo o raddnio, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, niquel, cromo,
arsénico, asbestos e éteres clorometilicos, além da poluicdo atmosférica cuja

influéncia foi demonstrada em diversos estudos® .

O tabagismo tem sido associado com diminuicdo da sobrevida em uma
variedade de neoplasias, incluindo de cabega e pescogo, figado, prostata, colon e
reto, cancer de mama e leucemia. Varios estudos mostram que em pacientes com
cancer de pulméo, o tabagismo é associado a recorréncia de tumores, todas as
causas de mortalidade e diminuicdo da sobrevida, uma vez que esta associado a
diversos fatores que contribuem para aumento da mortalidade, como baixo estado

socio-econdémico, déficit nutricional, co-morbidades e disfungdes imunoldgicas? .

O desenvolvimento do cancer deve-se ao acumulo de alteragdes que ocorrem
de forma espontanea ou induzida na estrutura ou expressao de determinados genes.
Essas mutagdes genéticas ocorrem continuamente e sao reparadas pelo mecanismo
de defesa celular, que exerce controle sobre o crescimento, a laténcia e a apoptose
celular. A presenca de falhas no mecanismo de defesa, herdadas ou geradas por
mutacgdes, possibilita a reproducéo de clones de células resistentes a inducao para a
fase de laténcia, ou a apoptose e ao controle de crescimento, podendo dar origem

ao desenvolvimento de neoplasias?®.
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A carcinogénese comega com a exposi¢cao do epitélio a um agente agressor,
resultando em dano genético, usualmente associado a lesédo celular crénica. A agao
constante do agente pode resultar na transformacado maligna da célula epitelial.
Alteracbes morfolégicas pré-neoplasicas caracterizadas como hiperplasia, displasia
e carcinoma in situ podem ser observadas no epitélio brénquico antes do

aparecimento do quadro clinico de cancer de pulmao?.

O conceito de precedéncia de alteragbes pré-malignas no epitélio das vias
aéreas durante a patogénese do cancer de pulmdo nido é recente, tendo sido
objetivo de diversos estudos na década de 50 e 60. Filley (2004) descreve que um
estudo de analise patolégica de 42.000 secgbes brdnquicas, foram observadas
lesdes epiteliais em 100% dos individuos fumantes, e em 93% deles foram
encontradas células atipicas. Quando analisados os tecidos pulmonares, alteragdes
histolégicas nao foram frequentes, mas quando encontradas mostraram-se
multifocais, independentes de idade, sexo, condigdes sbécio-econbmicas e presenca
ou ndo de lesdes infecciosas. Este estudo confirma que lesdes em vias aéreas
podem aparecer mesmo sem desenvolvimento de neoplasias. O tempo de
surgimento dessas lesbes e seu poder de predigdo para o desenvolvimento de

cancer ainda nao podem ser estimados®.

Quanto a existéncia de uma base genética na susceptibilidade ao cancer de
pulmao, os estudos ainda ndo foram conclusivos, ndo sendo encontrado nenhum

efeito genético na mortalidade por cancer de pulmao®.
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A patogénese do cancer de pulmao envolve o acumulo de multiplas
anormalidades durante um longo periodo de tempo. A Instabilidade genémica é
universalmente encontrada durante a ocorréncia dessas anormalidades, e as
alteragdes podem ocorrer por falha de combinagdo génica, mudangas no DNA,
ampliacdo dos segmentos de DNA ou durante combinagdo ou quebra de
cromossomos. Essas mudangas ocorrem inicialmente em tecidos aparentemente

normais e sem caracteristicas celulares neoplasicas®.

Segundo Fong et al. (2003), multiplas lesbes clonais sdo detectadas em
tumores invasivos de pulmao, e as vezes em lesdes pulmonares mestastaticas. As
fases celulares e genéticas do processo de carcinogénese variam notavelmente,
mas basicamente respeitam a seguinte sequéncia: (1) anormalidades nos fatores de
crescimento; (2) inibicdo da apoptose; (3) dissensibilizacdo dos fatores anti-
crescimento; (4) supressdo dos limites do potencial replicativo celular; (5)

angiogénese; e (6) invasao tecidual e metastase®.

Atencao especial tem sido dedicada aos receptores dos fatores de
crescimento epidérmicos na patogéneses do cancer de pulmao. Séo receptores da
tirosina quinase, frequentemente expressada e ativada em estado fosforilado no
cancer de células ndo pequenas. A atividade da tirosina quinase fosforilada nos
receptores dos fatores de crescimento epidérmico resultam em inibicdo protéica
desencadeadora de proliferacdo celular, invasdo, metastase e inibicdo da

apoptose®.
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Nos ultimos anos, o entendimento a respeito das bases moleculares da
patologia do cancer de pulmao tem avangado rapidamente, aumentando o
conhecimento a respeito das alteragées adquiridas durante sua patogénese. Varios
genes e suas proteinas correspondentes tém sido identificados, incluindo
oncogenes, genes supressores tumorais, fatores de crescimento e seus receptores,

e genes envolvidos no reparo do DNA?*",

Os oncogenes sao definidos como genes com habilidade de indugao de
caracteristicas especificas de cancer em células normais. Os oncogenes podem se
codificar utilizando diferentes efetores, como quinases, fatores de crescimento ou
fatores de transcripgdo. Em muitos tumores, o RNAm ligado ao oncogene é
estabilizado, levando a elevada producao de proteinas e a predisposicdo a divisao
celular irrestrita. Esta estabilizacdo pode ser a consequéncia ou a causa da

transformacao celular®.

Recentemente a recombinagéo de células tumorais pelo sistema imunolégico
tem sido considerada como um dos eventos biolégicos na progressao do cancer de
pulmdo, uma vez que o0 mesmo responde debilmente a intervencdes
imunoterapéuticas normalmente utilizadas em outras neoplasias. A resposta
imunoldgica durante a oncogénese resulta em variagdes tumorais seletivas, capazes
de resistir aos mecanismos de resposta imunoldégica mesmo em pacientes

imunocompetentes®.
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2.1.1.2 Inflamacé&o e Céancer

A inflamacao € um complexo e indispensavel mecanismo de defesa contra
agentes bioldgicos, quimicos, fisicos e irritantes enddgenos, sendo normalmente
auto limitada. Entretanto, a inflamagao persistente pode causar dano celular,
resultando em muitas doengas que afetam o homem, incluindo doencgas
cardiovasculares, desordens inflamatdrias e autoimunes, condigdes

neurodegnerativas, infegdo e cancer*.

A patogénese das doengas pulmonares induzidas por poluentes ambientais é
mediada em grande parte pelos macrofagos alveolares, espécies reativas de
oxigénio e citoquinas inflamatdrias, que podem ter papel crucial no

desencadeamento da inflamagdo aguda®.

A associacado funcional entre inflamacao e cancer foi feita inicialmente por
Virchow em 1863, que defendeu a hipbétese que o cancer inicia-se em locais cuja
inflamacao provocada por irritagdo prolongada e lesdes teciduais favoreceriam a
proliferacdo celular. Ainda que atualmente entende-se que nem toda proliferacéo
celular resulta em cancer, € também claro que a proliferagdo celular em um
ambiente abundante em células inflamatérias, fatores de crescimento, estroma
ativado, incremento da angiogénese e agentes danosos ao DNA promovem as
condigdes necessarias a formagédo e progressdo do tumor. Realmente, estima-se

que mais de um tergo dos casos de cancer é precedido por inflamagédo cronica®.
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Recentes estudos apontam a inflamagao aguda como um fator contribuinte a
regressao do cancer, entretanto, estudos epidemioldgicos reforcam que doencgas
inflamatdrias crénicas sao frequentemente associadas com aumento do risco de
cancer, € a relacao entre inflamacao e cancer embasa-se na hipétese que espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio geradas pelas células inflamatérias (leucdcitos, por
exemplo) podem causar eventos mutagénicos que resultem na iniciagdo tumoral.
Atualmente aceita-se que o desenvolvimento de cancer devido a inflamagédo € um
processo causado por células inflamatorias, bem como uma variedade de
mediadores, incluindo citoquinas e enzimas, que de um modo geral s&o

responsaveis pelo micro-ambiente inflamatorio®.

2.1.1.3 Classificacéao

A classificagdo do cancer de pulmao é baseada na aparéncia histolégica do
tumor corado por hematoxilina e eosina. O esquema de classificacdo mais

amplamente aceito é o da Organizagao Mundial de Saude®.

As alteragbes histoldgicas associadas com o desenvolvimento do cancer de
pulmdo consistem em hiperplasia de células basais, metaplasias escamosas,
displasia e cacinoma in situ. O numero de lesdes metaplasicas escamosas, bem
como o grau de displasia aumentam com o numero de cigarros consumidos. Esta
relacdo € mais evidente em cacinomas celulares escamosos, que derivam
diretamente de células epiteliais bronquiais, ndo sendo tao clara em outros tipos de

cancer de pulmao®.
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Existem diversas classificagdes histolégicas para cancer de pulméo, e a mais
frequentemente utilizada é a classificagcdo da Organizacdo Mundial de Saude, que
reconhece 07 tipos maiores de cancer de pulméo, e esta representada no quadro
01,

Quadro 01 — Classificagéo histolégica do Cancer de Pulmao. (WHO, 1999)

1) Carcinoma de células escamosas (SqCC)

a. Papilifero

b. Céulas Claras

c. Pequenas células
d. Basaldide

2) Carcinoma de pequenas células (SCC)

a. Carcinomas de pequenas células combinado

3) Adenocarcinoma

a. Acinar

b. Papilifero

c. Carcinoma bronquioalveolar

d. Nao-mucinoso

e. Mucinoso

f. Misto mucinoso e ndo mucinoso

g. Sélido com produgao de mucina

h. Adenocarcinoma com subtipos mistos

4) Carcinoma de granes células ou carcinoma de n&o-pequenas células (NSCC)

a. Carcinoma de grande células neuroenddcrino

b. Carcinoma de grandes células neuroenddcrino combinado
c. Carcinoma basaldide

d. Carcinoma de células claras

e. Carcinoma de grandes células com caracterisicas rabddides

5) Carcinoma adenoescamoso

6) Carcinoma com elementos pleomoérficos e sarcomatdides

a. Carcinomas com células gigantes ou fusiformes
b. Carcinossarcoma
c. Blastoma pulmonar

7) Tumor carcinoide

a. Carcindide tipico
b. Carcindide atipico
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Clinicamente, sdo mantidas apenas duas categorias mais importantes e
influentes na forma de tratamento: carcinoma de pequenas células e carcinomas de

ndo-pequenas células' >,

Esses dois tipos de cancer apresentam evidentes diferengas em suas
caracteristicas histopatoldgicas, explicada pelos distintos padrées de lesdo genética
encontrados entre as duas categorias. A responsividade ao tratamento
quimioterapico e/ou radioterapico é também significativamente diferente entre o
carcinoma de pequenas células e o carcinoma de nao-pequenas células,

representando respostas diferenciadas aos efeitos do tratamento clinico*.

O cancer de nao-pequenas células representa cerca de 80% de todos os
casos de cancer de pulmao, e € mais bem descrito como um grupo de entidades
clinicas heterogéneas que partilha sua origem em causas moleculares e celulares,
porém com diferentes comportamentos clinicos e prognésticos. Mais de 90% dos
pacientes apresentam-se com um ou mais sintomas e sinais, e o curso clinico da
doenga pode variar grandemente. A variagao na apresentacgao clinica e a potencial
progressao sao, em suma, devido as multiplas manifestagdes do tumor primario, dos

sitios de metastases e de sindromes paraneoplasicas®.

Em geral, o tratamento locorregional (cirurgia ou radioterapia) € recomendado
para os pacientes com doenca localizada. Os pacientes com carcinoma pulmonar de
nao-pequenas células metastatico necessitam de tratamento quimioterapico. A
maioria dos pacientes com cancer pulmonar de nao-pequenas células apresenta

doenga em estadios avangados na ocasido do diagnostico, sendo este um dos
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motivos da sua alta taxa de mortalidade. Estima-se que, no momento do diagnéstico,
20% dos pacientes tem doencga localizada, 25% tem extensdo da neoplasia aos

linfonodos mediastinais e 55% ja apresentam metastase a distancia*.

2.1.1.4 Marcadores Bioldgicos no Cancer de Pulméo

Marcadores bioldgicos sdo componentes celulares, estruturais e bioquimicos,
presentes ndo sé em células tumorais como também em células normais, que
podem ser medidos quantitativamente por métodos bioquimicos, imunoldgicos,
morfométricos, ultra-estruturais e moleculares nos fluidos ou nos tecidos corporais,
associados a neoplasias e possivelmente ao 6rgao de origem. Nas células tumorais,
definem alteragdes celulares e moleculares associadas a transformagdo maligna.
Podem ser de dois tipos: (1) marcadores intermediarios, que medem alteracoes
celulares e moleculares antes do aparecimento da malignidade; (2) marcadores

diagnosticos, presentes em associagdo com a malignidade®.

A imunoistoquimica dos tumores pulmonares consiste em uma poderosa
ferramenta diagnostica usada para detectar marcadores epiteliais, mesenquimais,
linféides, melanociticos, neuroenddcrinos hormonais e moleculares. Au et al. (2004)
relata que dos 18 marcadores imunoistoquimicos frequentemente utilizados na
investigacdo do cancer de pulméao (synaptophysin, chromogranin, bombesin, NSE,
GFI1, ASH-1, p53, p63, p21, p27, E2F-1, cyclin D1, Bcl-2, TTf-1, CEA, HER2/neu,
cytokeratin 5/6 e pancytokeratin), p53, p63, cyclin D1 e HER2/neu foram os mais
significantes na identificagcdo de cancer de pulm&o dos subtipos carcinoma de

células escamosas e adenocarcinoma. O autor relata, entretanto, que o uso da
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imunoistoquimica como preditor progndstico para esse tipo de cancer deve ser feito
com cautela, pois a expressao desses marcadores pode variar grandemente entre

seus diferentes subtipos morfoldgicos®.

Apesar de nao constituir uma reagado imunoistoquimica, a técnica de AQNORs
pode ser uma medida da atividade de proliferagao nuclear. As regides organizadoras
do nucléolo (NORs) sao constituidas por segmentos de DNA que contém os genes
para a producdo do acido ribonucléico ribossémico (RNAr) e representam os
nucléolos celulares. Usando-se técnica de impregnagdo com prata, estas estruturas
sdo vizualizadas a microscopia 6tica como pontos escuros (AgNOR). O numero e a
area de NORs no nucleo sao relacionadas com a sintese de proteinas e, portanto,

as NORs expressam-se mais nos tumores de alto grau* *'.

NORs podem ser demonstrados em tecidos embebidos em parafina, fixados
em formalina e corados com prata, resultando em pontos pretos denominados

AgNORs*®*,

A expressao de AgNOR pode facilmente ser quantificada por procedimentos
morfométricos, tornando possivel a obtencdo de um indicador quantitativo da
atividade proliferativa celular, que pode ser expressa tanto pela area de AgNOR

quanto pelo nimero de pontos AQNOR positivos®.

A técnica de AgNOR pode ser empregada objetivando-se simplificar a

metodologia empregada como complemento da simples analise morfolégica, além
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de diminuir os custos do uso de anticorpos monoclonais na diferenciacdo de

benignidade e malignidade celular®'.
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2.2. MODELOS ANIMAIS DE DOENCA

Embora muitos casos de cancer de pulmdo possam ser prevenidos, o
tratamento desta entidade € ainda desapontador, sendo necessario o advento de
novas modalidades de tratamento e novas drogas. No estudo do cancer humano, a
eficacia de novas idéias de tratamento em varias linhagens celulares tem sido
investigada, proporcionando informagdes preliminares uteis, mas nédo oferecendo
informagdes acerca da efetividade dos agentes utilizados na prevengao, tratamento,
prevencdo de metastases e diminuicdo da mortalidade. Modelos animais de cancer
de pulmao poderiam acelerar a investigacdo de novas idéias, oferecendo ainda

menor custo e diminuigdo do risco observado em estudos humanos®.

Os modelos animais de doengca atuam como uma ponte entre estudos
laboratoriais in vitro e estudos em humanos, e tem tido um maior impacto sobre a
investigacao de muitas condigdes patologicas. Os ratos representam a melhor opgao
para um modelo animal, pois 0 genoma do rato tem sido extensivamente estudado e
sua sequéncia mostra similaridades com o genoma humano. Entretanto, modelos
animais tém um numero de limitacbes que devem ser sempre consideradas,
principalmente as diferencas anatdomicas entre o trato respiratério humano e o de
ratos. Estes ultimos n&o apresentam cilios em grande quantidade, tém numero
reduzido de glandulas submucosas na traquéia e ndo possuem células caliciformes.
Ratos ndo expectoram secregdes, e sao respiradores nasais obrigatorios. Possuem
filtracdo ineficiente e tém menos ramificagdes em sua arvore traqueobrdnquica.
Portanto, a extrapolacdo de achados clinicos em ratos a modelos humanos devem

sempre levar essas diferencas em consideragéo™.
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Tumores espontdneos de pulmdo em ratos sado similares em morfologia,
histopatologia e caracteristicas moleculares dos adenocarcinomas humanos.
Modelos de cancer de pulm&o em ratos podem desta forma, servir como uma valiosa
ferramenta ndo apenas para a compreensao das bases biolégicas desses tumores,
mas também para o desenvolvimento e validagdo de novas intervencbes e
estratégias no tratamento do cancer, bem como na identificagdo de marcadores para

o diagndstico precoce®.

Dentre os métodos mais frequentemente utilizados para produg¢ao de cancer
de nao-pequenas células em modelos animais, encontra-se a instilagdo intra-
traqueal de materiais carcinogénicos ou radioativos. Nestes modelos, o local da
alteracdo pré-neoplasica inicial ndo pode ser determinado, exigindo multiplas

secgbes de todo o pulmao nos animais induzidos® 3.

A incidéncia de cancer pulmonar em ratos esta intimamente relacionada ao
nivel de inflamagdo no pulméo, genotoxidade do agente carcinogénico, quantidade
de particulas depositada e absorgcdo dos carbonaceos presentes nas particulas
aderidas ao tecido. Outras espécies de roedores, como hamsters e camundongos
tém sido utilizadas em estudos envolvendo o cancer de pulmao, porém mostram-se
com menor susceptibilidade e sensitividade ao desenvolvimento deste tipo de

neoplasia®.

Alguns estudos optam pela indu¢do de cancer de pulmao em caes, e apesar
das vantagens em relagéo ao tamanho do animal, permitindo a indugao da doenca

em locais conhecidos e de mais facil acesso, permitindo a implantacido do HAP em
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locais selecionados na mucosa traqueal, a quantidade de metastases observadas
em sitios distantes, o alto indice de mortalidade e o alto custo de pesquisa tornam

quase sempre inviaveis trabalhos com animais desse porte'®.
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2.3. BENZO[a]PIRENO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) sédo reconhecidos como a
maior classe de poluentes carcinogénicos ambientais e ocupacionais, sendo
encontrados em diferentes apresentagcdes e, dependendo da sua estrutura,
causando distintas atividades carcinogénicas. A relagdo quantitativa entre
disposigcdo, metabolismo e aderéncia tecidual dos HAP e outros carcinogénicos
relacionados ao tabaco evocam duvidas sobre a importancia isolada dos HAP no
cancer de pulméo, tanto pela alta dose necessaria a produgdo dos efeitos
carcinogénicos quanto pela necessidade de ativacdo metabdlica dos mesmos,

fungdo fracamente observada no tecido pulmonar® % %',

Os HAP carcinogénicos sao conhecidos como agentes carcinogénicos
completos, pois podem induzir tumores em tecido epidérmico sem a necessidade de
intervengdes adicionais, e seu uso na produgdo de tumores de pulméo
experimentais em animais é relatado na literatura desde a década de 50, e foram os
primeiros componentes puros de composi¢do conhecida identificados como

indutores de cancer em modelos experimentais®.

O benzo[a]pireno (B[a]P) constitui um dos mais estudados HAP, por ser
comumente encontrado em produtos contaminantes advindos da queima de
combustiveis fésseis, especialmente carvdo mineral, bem como nos produtos de
exaustdo de motores de combustdo interna. E capaz de produzir uma ampla

variedade de lesdes tdxicas, incluindo a carcinogénese em modelos experimentais’”.
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O benzol[a]pireno é um elemento quimico encontrado no tabaco cuja relagao
com o desenvolvimento do cancer tem sido mostrada em diversos estudos. Sua
concentragédo ocorre normalmente entre 20 e 40 ng/cigarro e pode levar a formagéao
do tumor por mecanismos multifatoriais. Apds iniciadas as reagdes a sua presenca,
o B[a]P reage preferencialmente com a ligagdo guanina nos cédons 157, 248 e 273
do gene p53 das células normais do epitélio bronquial, e esta reagdo tem sido

identificada como um ponto chave na mutagénese do cancer de pulmao™.

Shamsuddin e Gan (1988) identificaram alteragcées antigénicas no DNA em
vinte por cento das células epiteliais bronquiais retiradas de cinco pacientes com
cancer de pulmao submetidos a biopsia pulmonar, com particular reagao
imunoistoquimica ao antigeno B[a]P-DNA, resultados que reforcam o papel deste

HAP como agente carcinogénico®.

Nos ultimos anos, diversos estudos envolvendo modelos animais de cancer
de pulmao utilizando B[a]P tém sido descritos, e a influéncia do método de inducéo e
da dose utilizada é observada como um importante componente na carcinogénese

pulmonar* .

Harrigan et al. (2004) realizaram inje¢ao intra-pulmonar de B[a]P dissolvido
em acetona nas doses de 10 e 50 mg/kg em ratos Sprague-Dawley. Vinte e quatro e
quarenta e oito horas apds a injegcéo, os ratos foram sacrificados e a adeséo do
B[a]P ao DNA no tecido pulmonar analisada. Os resultados mostraram que os niveis

de adesdo do carcinogénico ao DNA foram menores apds 48 horas que nas 24
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horas, indicando reagao metabdlica com eliminagdo de parte do B[a]P nos animais

estudados®.

Gargon et al. (2001) reforczam a importancia da participacdo de outras
substancias indutoras de liberacdo dos mediadores proé-inflamatérios em modelos
experimentais utilizando a exposi¢cao ao B[a]P, demonstrando em seu estudo que a
associagao do carcinogénico a oxido férrico (Fe»O3) produz maior expressdao do
RNAm, niveis maiores de stress oxidativo e maior sintese de mediadores

inflamatodrios que a instilagdo do B[a]P isolado®.

Em estudo confirmatério, Gargon et al. (2001) demonstraram que apds
instilagao intra-traqueal de B[a]P (3mg) ou B[a]P (3mg) associado a Fe,O3 observou-
se peroxidacgao lipidica e inativacdo da superoxido dismutase (uma enzima anti-
oxidativa) significativamente maior no grupo com associagao da Fe;Os, indicando
que esta associagcdo resulta em maior formacido de tumores pulmonares em

roedores quando comparada a instilagdo do B[a]P isoladamente.



27

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Elaborar um modelo experimental de carcinogénese pulmonar em ratos

Wistar.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar a ocorréncia de proliferagédo celular pos injecao intra-pulmonar de
benzopireno através da expresséo argirofilica das regides organizadoras
nucleolares.

Avaliar os efeitos da injecdo intra-pulmonar de benzopireno em ratos
Wistar.

Estabelecer a dose de benzopireno e tempo de aplicagcdo necessarios
para a inducéo de alteragdes celulares compativeis com cancer pulmonar

em ratos Wistar.
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4. METODO

4.1 Procedimento Experimental

O experimento foi realizado no laboratério de fisiologia animal da
Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal
(UNIDERP), em Campo Grande — MS, no periodo compreendido entre os meses de

janeiro e setembro de 2006.

Foram estudados Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, procedentes do
Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS. Todos animais
eram machos e tinham idade entre dois e trés meses (sessenta a noventa dias), com
peso variando entre cento e cinquenta e duzentos gramas.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com dimensdes de
trinta e trés centimetros de largura, quarenta centimetros de profundidade e
dezessete centimetros de altura, com tampas/grades de aco inoxidavel contendo
espago para ragado e agua — Brasholanda ®. Cada caixa abrigou no maximo cinco
animais.

A oferta alimentar e hidrica foi realizada de forma continua, ad libitum e
substituida uma vez ao dia. A racédo ofertada foi da marca Nuvilab CR1 — Nuvital
Nutrientes.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de FEtica no Uso de
Animais/CEUA/UFMS pelo certificado n°® 72/2005, e todos os procedimentos

respeitaram as normas internacionais para experimentagao animal.
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Os animais de cada grupo foram submetidos a inje¢ao intra-pulmonar Unica
(pulmao esquerdo) via toracocentese da solugdo obtida pela diluicdo de B[a]P
cristalino 98% (3,4-benzo[a]pireno) em alcool 70%.

As doses utilizadas no preparo da solugao de B[a]P foram preparadas com
pesagem e separagao em frascos estéreis com capacidade de 10ml de 10 e 20 mg
de B[a]P (CxoH12 — Fluka Chemie — Sigma-Aldrich — St Louis, USA), diluidos em 10
ml de &lcool 70% e agitados até completa homogeneizagdo. Para pesagem das
doses foi utilizada balanga milimesimal de grama Ohaus — Analytical Standard.

A injecdo intra-pulmonar foi realizada apds sedagcdo com injegéo
intraperitoneal de solugdo da associagdo de Cloridrato de Xilazina (Sespo Ind. e
Com. Ltda, Jacarei, SP) e Cloridrato de Cetamina (Sespo Ind. e Com. Ltda, Jacarei,
SP) (1:1) em dose de 0,01 ml/kg. Com o animal contido em decubito dorsal foi
realizada toracocentese a esquerda na linha axilar anterior em nivel médioesternal,
utilizando-se seringa estéril de 1ml e agulha 13X4,5, introduzida cerca de 0,8cm
perpendicularmente a superficie do torax.

A eutanasia dos animais foi realizada através de injecao letal da associagéo
de solugao injetavel de Cloridrato de S(+) Cetamina (Cristalia — Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP) e Tiopental Sdodico (Cristdlia — Produtos
Quimicos e Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP) pé estéril diluido em Solugao
Fisiolégica de Cloreto de Sédio a 0,9% em concentragédo de 100mg/ml.

A retirada dos pulmdes foi realizada com os animais posicionados e fixados
em decubito dorsal, submetidos a incisdo mediana partindo da regido cervical
anterior e estendendo-se até aproximadamente um centimetro abaixo do apéndice
xiféide. O acesso a cavidade toracica foi feito a partir de incisdo sub-xiféidea e

osteotomia costal paraesternal. Antes de se proceder a pleurotomia, a traquéia foi
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clampeada com pinga hemostatica para prevenir-se o colabamento maci¢o do tecido
pulmonar.

Apods cuidadosa resseccao, os pulmoes foram submersos em formol tamponado
a 10% e enviados para processamento dos cortes histologicos.

Os cortes foram analisados por um profissional patologista e os achados
histopatolégicos descritos para posterior andlise. As imagens de cada campo em
ambas coloragcées (AgNOR e HE) foram obtidas a partir de um microscoépio de luz
ZEISS® - ICS/KSZ com lente Achromat-0,25 com objetiva de imersdo e aumento
final de 1000X.

A contagem das NORs foi feita por meio de sistema computadorizado
utilizando-se o software ImagelLab 2000. As imagens foram captadas por uma

camera acoplada ao microscopio o6tico e transferidas para um computador.

4.1.1 Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através de Analise de Variancia (ANOVA)
com post test de Dunnet para comparagao da dose-resposta. Quando aplicado, foi
realizado o teste t de Student para comparacdes paramétricas. As diferengas foram
consideradas significativas para os valores de p<0,05. Para analise estatistica foi

utilizado o software Bioestat 3.0.
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4.1.2 Preparo e Analise Histologica— AgNOR

Os pulmbes foram submetidos a emblocamento em parafina e seccdes
longitudinais de 3 um de espessura foram estendidas sobre |laminas de microscopia
e desparafinizados em xilol durante 30 minutos em estufa a 57°C e posteriormente
mantidos em temperatura ambiente por 20 minutos, sendo submersas em etanol
absoluto por 20 minutos, em solugao de acido acético/etanol (1:3) por 05 minutos,
lavadas 03 vezes sem intervalo em etanol absoluto.

Posteriormente as laminas foram imersas em celuidina a 1% diluida em
etanol/éter (1:1) durante 01 minuto e submetidas a secagem por 01 hora. O
endurecimento da celuidina foi feito por imersdo em etanol 70% por 05 minutos,
apos o0 que as laminas foram lavadas em agua destilada. Apds gotejamento de
preparo de 2 g/dl de gelatina em 2 g/dl de acido férmico aquoso, misturado a 50 g/dl
de solugdo aquosa de nitrato de prata (1:2), os cortes foram mantidos em estufa a
45°C em camara umida por 45 minutos.

As laminas foram retiradas e lavadas vigorosamente com agua destilada a 45° e

desidratadas com etanol em concentragdes crescentes e clareadas em xilol.

4.1.3 Preparo e Analise Histologica — HE

O processo histologico foi iniciado apds 24 horas de imersao em formaldeido,
com 01 hora de imersdo em alcool etilico a 90%, 01 hora de imersdo em alcool
etilico a 95%, e 04 sessdes de imersao com uma 01 hora de duragao cada em alcool

etilico absoluto.
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Posteriormente as pecas foram submersas em 02 sessdes de 01 hora cada
em xilol, seguida de imersdo em parafina | durante 02 horas, parafina Il durante 02
horas e emblocamento com parafina histoldgica acrescida de 20% de cera de abelha
em 02 sessdes de 2,5 minutos.

Os blocos foram cortados com navalha de 04 micras, os cortes resultantes
foram colocados em l|aminas e posteriormente em estufa a 60°C por
aproximadamente 12 horas.

Apods desparafinizagdo, os cortes sofreram coloracdo com hematoxilina-
eosina (HE). Inicialmente as ldminas foram submersas durante 02 minutos em xilol |
seguido de 02 minutos em xilol Il, hidratadas com imersao por 1,5 minutos em alcool
etilico absoluto; 1,5 minutos em alcool etilico a 90%; 1,5 minutos em alcool etilico a
80%; 1,5 minutos em alcool etilico a 70%; 02 minutos em agua e imersédo em
hematoxilina por 1,5 minutos.

O processo de desidratagao foi realizado com imersdo em agua seguido de
imersdo por 04 minutos em eosina. Foram realizadas sessdes de imersdo com
duracgao de 1,5 minutos em alcool etilico a 80%; 90%; e 03 sessdes em alcool etilico
absoluto. Novamente banho de xilol | durante 01 minuto, banho de xilol Il durante 01

minuto e imersao em xilol |ll durante aproximadamente 20 minutos.
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4.2 Proliferag&o Celular — AQNOR

Foram estudados 12 animais, ditribuidos em trés grupos de 04 animais cada.
=  Grupo 01(controle): alcool 70% em dose aproximada de 1ml/kg.
=  Grupo 02: 10 mg/kg de benzo[a]pireno;
=  Grupo 03: 20 mg/kg de benzo[a]pireno.
Os animas (02 por grupo) foram submetidos a eutanasia no sétimo e
vigésimo primeiro dia apds a instilagdo, e os pulmdes submetidos a técnica de

coloragdo em AgNOR.
)

12 ANIMAIS
-

Controle 10 mg/kg 20 mg/kg
04 animais 04 animais 04 animais

;I_/

[

07 dias 21 dias 07 dias 21 dias 07 dias 21 dias
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
02 animais 02 animais 02 animais 02 animais 02 animais 02 animais

|

Figura 01: Caracterizagao do grupo Proliferagcao Celular — AQNOR

4.3 Analise Histopatolégica — HE

Para analise das alteracdes teciduais pulmonares pos injecao de B[a]P, foram
utilizados 24 animais de mesmas caracteristicas, distribuidos em trés grupos de 08
animais e repetindo-se o procedimento de injecdo intra-pulmonar e as doses
anteriormente utilizadas. Os animais (02 por grupo) sofreram eutanasia apés oito,

dez, doze e quatorze semanas apoés o procedimento.



[ 24 ANIMAIS }
I N\ 4 4 I N\
Controle 10 mg/kg 20 mg/kg
08 animais 08 animais 08 animais
J \\§ J \\§ J
, . R 4 L, . N ( L, . )
Eutanasia Eutanasia Eutanasia
J \\§ J \\§ J
( 08 semanas ) ( 08 semanas ) ( 08 semanas
02 animais 02 animais 02 animais
g J g J g
( 10 semanas ) ( 10 semanas ) ( 10 semanas
02 animais 02 animais 02 animais
\\§ J \\§ J \\§
( 12 semanas ) ( 12 semanas ) ( 12 semanas
02 animais 02 animais 02 animais
g J g J \§
( 14 semanas ) ( 14 semanas ) ( 14 semanas
02 animais 02 animais 02 animais
\\§ J \\§ J \\§

Figura 02: Caracterizagao do grupo Analise Histopatolégica — HE
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5. RESULTADOS

Pontos escuros de coloragdo pelo nitrato de prata foram identificados em
todos os cortes do grupo proliferagado celular. Ndo foram observadas alteragdes
significantes no grupo controle. A analise estatistica demonstrou haver diferenca
significativa entre os grupos (p<0,001; ANOVA)

A analise pareada dos grupos em relagcdo ao tempo de exposi¢do mostrou
diferenga significante entre os grupos submetidos a injecdo do B[a]P. O grupo
controle ndo mostrou diferenca significante em relagéo ao tempo de exposicAo. A
figura 03 mostra os valores de média + desvio padrao da contagem dos pontos
AgNOR do grupo experimental 10mg/kg decorridos 07 e 21 dias apods a instilagao do
B[a]P, mostrando diferenga significante entre os grupos (p = 0,009; Teste t de

Student).

Tabela 01: Média * desvio padrao da quantidade de pontos NOR por célula entre os
grupos controle, 10mg/kg e 20mg/kg apés 07 e 21 dias.

Pontos NOR por célula

07 Dias 21 Dias
Controle 0,81+0,13 0,71+0,21
10 mg/kg 1,51+0,86 1,84+0,13

20 mg/kg 1,63+0,11 2,48+0,28
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Figura 03 — Média e desvio padrdo dos pontos NOR por células,

comparagao entre grupos experimentais 10mg/kg apos 07
(1,51+0,86) e 21 (1,84+0,13) dias da injecao de B[a]P.

A figura 04 mostra a média + DP da quantidade de pontos AQNOR no grupo
experimental 20mg/kg apos 07 e 21 dias da inje¢do do B[a]P. Observa-se diferenca

significante entre os grupos (p = 0,006; Teste t de Student)
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Figura 04 — Média e desvio padrdo dos pontos NOR por células,

comparagao entre grupos experimentais 20mg/kg apos 07
(1,63+0,11) e 21 (2,48+0,28) dias da injecao de B[a]P.

A figura 05 mostra a média + DP da quantidade de pontos AQNOR no grupo
controle apds 07 e 21 dias da injecao de alcool 70%. Observa-se auséncia de

significancia entre os grupos (p = 0,47; Teste t de Student)
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Figura 05 — Média e desvio padrao dos pontos NOR por células,

comparagao entre grupos controle apés 07 (0,81+0,13) e 21
(0,71+£0,21) dias da injecao de alcool 70%.

A figura 06 mostra média + DP da quantidade de pontos AgNOR entre os 03
grupos controle apdés 07 dias. A figura 07 mostra média + DP da quantidade de

pontos AGNOR entre os 03 grupos controle apds 21 dias.
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Figura 06 — Média e desvio padrao dos pontos NOR por células,
comparagao entre os trés grupos controle apoés 07 dias. * Diferenga
estatisticamente significante.



40

p = 0,0002* _
p =0,0003* |
3 | p =0,015*
© |
S ¢
‘©
&)
5 ©
S ®
'd
o
< 1
8 4
= ¢
@]
ol
0 | | |
Controle 10mg/kg 20mg/kg
21 Dias

Figura 07 — Média e desvio padrdo dos pontos NOR por células,
comparagao entre os trés grupos controle apés 21 dias. * Diferenca
estatisticamente significante.

Os achados da analise histopatoldgica nos grupos experimentais observados
nas seccgdes coradas por HE estdo descritos no quadro 02. Alteragdes inflamatorias
foram observadas em todos os animais dos grupos analisados, em trés animais do
grupo experimental 10mg (08 ,10 e 14 semanas) e trés do grupo experimental 20mg
(08, 12 e 14 semanas) foram observadas hiperplasias nodulares linféides (BALT,
bronchial associated lymphoid tissue). (Figuras 06, 07 e 08)

Lesdo sugestiva de indugao tumoral foi observada em apenas um animal

(grupo experimental 20mg, 12 semanas), que apresentou pleomorfismo sugestivo de

adenocarcinoma in situ no epitélio traqueal. (Figura 09)
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Quadro 02 - Descricdo dos achados histopatolégicos por grupo estudado nos
periodos 8, 10, 12 e 14 semanas.

GRUPO CONTROLE

08 Semanas  Acinos alveolares com exudato protéico, infiltrados inflamatérios
mononucleares e hemorragia e hiperermia vascular

10 Semanas  Processo inflamatério crénico, com espessamento dos sacos
alveolares, infiltrados mononucleares, hemdlise intravascular,
areas de enfisema.

12 Semanas Espessamento dos sacos alveolares, infiltrados mononucleares,
hemolise intravascular, areas de enfisema.

14 Semanas Espessamento dos sacos alveolares, infiltrados mononucleares,

hemolise intravascular, areas de enfisema

GRUPO EXPERIMENTAL 10mg/kg

08 Semanas  Hiperplasia de BALT

10 Semanas Infiltrados inflamatérios mononucleares, hiperemia vascular,
hiperplasia de BALT

12 Semanas  Processos inflamatdrios focais. Espessamento de parede alveolar.

14 Semanas  Processos inflamatorios focais. Hiperplasia de BALT.

GRUPO EXPERIMENTAL 20mg/kg

08 Semanas  Acinos alveolares com exudato protéico, infiltrados inflamatérios
mononucleares. Hiperplasia de BALT.

10 Semanas Enfisema pulmonar, congestdo vascular, areas focais de
inflamacao.

12 Semanas Pleomorfismo em parede traqueal, compativel com
adenocarcinoma in situ. Hiperplasia de BALT.

14 Semanas  Hiperplasia de BALT, enfisema pulmonar, congestdo vascular,

exudato proteico.
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Figura 08: Microscopia das secg¢des pulmonares do grupo Controle. A) 08 semanas.
Nota-se processo inflamatoério crénico difuso, a seta mostra acinos alveolares com
presenca de exudato protéico. B) 10 semanas. Processo inflamatério cronico difuso.
A seta indica area de enfisema pulmonar. C) 12 semanas. Processo inflamatdrio
cronico difuso. A seta indica espessamento da parede alveolar secundario a
inflamacédo. D) 14 semanas. Processo inflamatorio crénico difuso, com areas de
enfisema e espessamento de paredes alveolares. (HE, 100X)
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Figura 09: Microscopia das sec¢des pulmonares do grupo 10mg/kg. A) 08 semanas.
A seta mostra hiperplasia nodular linféide (hiperplasia de BALT). B) 10 semanas.
Processo inflamatorio cronico difuso. A seta indica hiperplasia nodular linféide
(BALT). C) 12 semanas. Processos inflamatdrios cronicos focais. A seta indica

espessamento da parede alveolar. D) 14 semanas. Hiperplasia nodular linfoide
(BALT). (HE, 100X)
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Figura 10: Microscopia das sec¢des pulmonares do grupo 20mg/kg. A) 08 semanas.
Hiperplasia nodular linféide (BALT). B) 10 semanas. Enfisema pulmonar com areas
focais de inflamacdo. C) 12 semanas. Processo inflamatdrio crénico difuso. A seta
mostra hiperplasia nodular linféide (BALT). D) 14 semanas. Processo inflamatério
cronico difuso, com areas de enfisema e espessamento de paredes alveolares.

Hiperplasia nodular linféide (BALT). Vaso sanguineo congesto (seta). (HE, 100X)

Figura 11: Microsoi sg:ao pulmonar. rp 20mg/kg, 12 emanas.
Pleomorfismo compativel com adenocarcinoma in situ. (HE, A: 50X; B: 100X)
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, optou-se pelo uso de ratos no desenvolvimento do modelo
experimental. Segundo Dawkins e Stockley (2001), os ratos representam a melhor
opgao para modelos animais de doenga, pois seu genoma tem sido extensivamente

estudado e sua seqliéncia mostra similaridades com o genoma humano™.

Meuwissen e Berns (2005) afirma que os tumores esponténeos de pulmao em
ratos sdo similares em morfologia, histopatologia e caracteristicas moleculares dos
adenocarcinomas humanos. Modelos de cancer de pulm&o em ratos podem desta
forma, servir como uma valiosa ferramenta ndo apenas para a compreensao das
bases bioldgicas desses tumores, mas também para o desenvolvimento e validagao
de novas intervengcdes e estratégias no tratamento do cancer, bem como na

identificagcdo de marcadores para o diagnéstico precoce®.

Optou-se neste estudo pela injecdo do B[a]P diluido via toracocentese,
quando Gargon et al. (2001) oferece a instilagao traqueal como opcgao de estudo

sobre os efeitos dos HAP sobre o tecido pulmonar®.

Metodologia semelhante a deste estudo foi utilizada por Harrigan et al. (2004).
Os autores relatam que, apesar da injecao via toracocentese ser aparentemente um
método mais eficaz de indugcdo do cancer, a baixa ativagao metabdlica encontrada

no tecido pulmonar pode impossibilitar a agdo do B[a]P enquanto carcinogénico®.
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Gerde et al. (1997) enfatiza o papel do metabolismo tecidual na eliminagao
dos HAP, relatando em seu estudo que apenas 23% da dose instilada no epitélio
traqueal é efetivamente absorvida®. Estudos utilizando administragbes intra-
traqueais repetidas de HAP mostraram-se incapazes de obter a dose resposta

necessaria a indugéo de cancer de pulmao com exatiddo®.

O método de inducéo e a dose utilizada sao referidos como um componente

grandemente influente na carcinogénese pulmonar®.

A doses inicialmente aplicadas de B[a]P neste estudo foram 10mg/kg e
20mg/kg, e anadlise da proliferagao celular (AgNOR) confirmou a dose-dependéncia
na inducao de alteracdes celulares pelo B[a]P, mostrando que os animais nos quais
foi utilizada dose de 20mg/kg apresentaram contagem singnificativamente maior de
pontos NOR (2,48+0,28) que os animais do grupo 10mg/kg (1,84+0,13) no vigésimo

primeiro dia apos instilagao.

Durante a fase de deteccao de proliferacdo celular, optou-se pela utilizacéo
da verificagdo da expressdo de AgNOR como forma de identificar as alteragdes
celulares nos animais submetidos a instilacdo do B[a]P. Muitos estudos tém
mostrado o valor da avaliagcdo morfométrica na diferenciacédo de alteragdes celulares

como hiperplasias ou na detecgéo de lesdes pré-malignas no epitélio bronquico®" *.

A técnica de AgNOR tem sido investigada na patologia e citologia pulmonar
como um marcador quantitativo, para diagnostico e prognéstico da proliferagéo

tumoral®’. Rocher, Blanco e Palaoro (2000) relata que a expressdo de AQNOR é um
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importante discriminador da diferenciacdo entre células malignas e benignas em
derrames pleurais serosos, e Kaneko et al. (1991) demonstrou correlagao positiva
entre contagem de AgNOR e sobrevida em pacientes em estagio | de céancer

pulmonar de células ndo pequenas®" .

A contagem maxima da expressdo de AgNOR observada neste estudo
(2,48+0,28/célula), e sua diferenga quando comparada a menor tempo de exposigao
sugere ter havido indugédo a proliferagao celular. Entretanto, quando comparada a
contagem relatada por Rocher. Blanco e Palaoro (2000) na confirmagao de células
mesoteliais reativas (4,88+1,5/célula), supde-se subestimagao do tempo de indugao

necessario a maior proliferagcdo celular®.

Na analise da literatura disponivel, ndao foram encontrados relatos sobre a
dose-resposta exata de B[a]P necessaria a indugdo de carcinogénese pulmonar,
porém observa-se que nos trabalhos cujos resultados relacionaram a instilagao de
B[a]P a alteragdes teciduais, moleculares ou genéticas nos pulmdes, as doses

variaram entre 10mg/kg e 50mg/kg'*** .

Utilizou-se coloragao por HE para a analise histopatolégica. De acordo com
Franklin (2000) a analise dos achados microscopicos das secgbes tumorais coradas
por HE constitui ainda o método mais comumente utilizado para classificacdo do

cancer de pulméao®.

Em apenas um dos animais estudados foram encontradas alteragdes

sugestivas de neoplasia (pleomorfismo sugestivo de adenocarcinoma in situ),
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observadas especificamente no epitélio traqueal. Rubin (2001) relata que quase a
totalidade dos HAP sado carcinogénicos completos, ndo necessitando de outras
intervengdes na indugao experimental do cancer, porém ressalta diversas vezes em

seu estudo que tal propriedade é condicionada a presenca de tecido epitelial®®.

A ndo observagcdo de alteragdes compativeis com cancer de pulmao (a
excecao de um animal do grupo experimental 20mg/kg), pode ser explicada pela
auséncia de ativagado metabdlica. Gargon et al. (2001) sugerem que a exposi¢cao a
um agente oxidante associado aos carcinogénicos induz maior liberagdo de
mediadores pro-inflamatorios, contribuindo para o processo de ativacido da

carcinogénese™.

Em trés animais dos grupos experimentais foi observada a presenca de
hiperplasia de BALT. Apesar de normalmente constituirem lesdes inespecificas,
Ponticiello et al. (2000) e Miranda et al., (2003) consideram a lesédo hiperplasica
como uma das alteracdes associadas ao desenvolvimento do cancer de pulmao® *.
Como outros linfomas, acredita-se que a hiperplasia de BALT origina-se a partir de
uma hiperplasia linféide por selecdo neoplasica anormal, frequentemente associada

a interagao antigénica com poluentes ambientais® ® .

Todos animais estudados (inclusive do grupo controle) apresentaram algum
grau de processo inflamatério. A inflamagdo tem sido associada ao
desencadeamento de diversas doengas pulmonares, incluindo o cancer.

Especialmente em experimentos utilizando-se ratos, o processo inflamatorio
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pulmonar é freqliente e diretamente relacionado a incidéncia de cancer de pulmao®

56

Neste estudo foi realizada instilacdo simples da solucdo de diluicdo,
provavelmente levando a processo inflamatério agudo. Miranda et al., (2003) relata
que as frequentes mutagdes genéticas secundarias a agressao tecidual ocorrem
continuamente e sao reparadas pelo mecanismo de defesa celular, que exerce
controle sobre o crescimento, a laténcia e a apoptose celular, reforcando a
necessidade da continuidade do processo inflamatério na indugdo da

carcinogénese®.

Observou-se neste estudo que respostas inflamatérias de diversos graus
puderam ser observadas em todos os momentos analisados (8, 10, 12 e 14
semanas apos a instilagao). Lu, Ouyang e Huang (2006), reforcam a necessidade da
agressao continua na indugdo do cancer, afirmando que em muitos casos a

inflamagdo aguda pode contribuir para regressao da carcinogénese®.

Para estabelecimento da dose-resposta ideal ao desenvolvimento do cancer
de pulméo, faz-se necessaria a associacdo a um agente ativador da resposta
metabdlica pulmonar, sem a qual a reagao ao B[a]P provavelmente sera insuficiente
para desencadeamento do processo de inducido de neoplasias pulmonares via

mutagénese.
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7. CONCLUSOES

A injecéo intra-pulmonar de Benzopireno € um método de facil realizagéo,
mas a observacéo de lesdo carcinogénica ocorreu em apenas um animal (20mg/kg,
12 semanas). Hiperplasias nodulares linféides do tipo BALT (considerada por alguns
autores como possivel lesdo pré-carcinogénica) ocorreu em seis animais, sugerindo
que a injegdo intra-pulmonar possa constituir um modelo adequado quando

utilizadas doses e periodos maiores de observacgao.

Para as doses utilizadas neste estudo foram observadas diferencas
significativas na proliferacdo celular apés a injegao intra-pulmonar de B[a]P. Tais

diferengas mostraram-se tempo e dose-dependentes.

As principais alteragdes secundarias a instilacao intra-pulmonar de B[a]P em
ratos Wistar observadas neste estudo foram: proliferacdo celular, alteracdes

inflamatdrias de diversos graus e hiperplasias nodulares linfoides.
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Figura 13: Sistema respiratério apds re
mantida pelo pingamento traqueal.
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Abstract

Objective: This study aimed to verify the relationship between AgNOR expression
and lung tissues changes of wistar rats after pulmonary instillation of benzo[a]pyrene
(B[a]P). Methods: Male Rattus norvegicus albinus, Wistar lineage were given a
single intrapulmonary instillation of B[a]P at doses of 10 and 20 mg/kg in a volume of
approximately 0,3 ml. After 7 and 21 days the rats were killed and the lung slices
submitted to a histological technique of AQNOR. AgNOR dots were quantified and
the result analyzed by statistical tests; p<0,05 was considered significant. Results:
The mean values of AQNOR dots for the experimental groups 10/7 (1,51+0,86) and
10/21 (1,84+0,13) were statistically different (p = 0,009). Among the groups 20/7
(1,631+0,11) and 20/21 (2,48+0,28) was observed statistically significant difference (p
= 0,003). Conclusion: Results suggest that the AQNOR technique can be useful in
identification of cells changes induced by BJ[a]P.

Key words: Benzo[a]pyrene, Biological Markers, Nucleolus Organizer Regions
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Introduction

Lung cancer is the major cause of cancer related mortalities in the Western
world. In the United States an estimated 170.000 individuals will die from this deadly
disease despite the best current treatment approaches’.

In the study of cancer, the efficacy of new treatment ideas in various cell lines
can be investigated®®, and a animal model of tumor permits the evaluation in vivo of
new chemotherapic drugs in the treatment of bronchogenic lung cancer®.

Clinically evident lung cancers have clonal genetic changes involving
mutations or expression abnormalities in multiple genes. If we can detect some of
these genetics alterations in preneoplasic respiratory epithelial lesions before cancer
develops, early intervention and chemoprevention in such high risk individuals could
greatly increase survival rates®.

Environmental air pollution and smoking habits are the main sources of
inhalation exposure to carcinogenic agents such as polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH)®. PAHs are currently recognized as one of major classes of environmental
carcinogenic pollutants’.

Benzo[a]pyrene (B[a]P) is a member of PAH family, and is often used as a
model compound for PAH toxicity studies and has been shown to be a potent lung
carcinogen in animal models of lung cancer. The selective carcinogenesis of the lung
following exposure to B[a]P may be a consequence of many biochemical factors,
including those that affect absorption, metabolism, and DNA repair®.

The pathogenesis of lung cancer involves the accumulation of multiple
molecular abnormalities over a long period of time. The alterations can happen at the
level of gene silencing through methylation, DNA sequence changes, DNA segment
amplification or deletion or whole chromosome gains or losses. These changes occur
early in normal-appearing tissues that do not have the characteristics of cancer
cells®.

Determining the prognosis for an individual patient with lung cancer is difficult,
in part because of the marked clinical heterogeneity of patients with the disease. This
variation in clinical presentation and potential progression are, in turn, due to the

multiple potential manifestation of the primary tumor, of involved metastatic sites, and
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of paraneoplasic syndromes. Despite of the clinical manifestations of lung cancer, the
prognosis for a population of patients with lung cancer is remarkably predictable™.

The inability to decide on the presence or absence of malignant cells in
cytologic specimens cast a difficult problem in clinical management''. Biological
markers are studied in diverse primary neoplasms. However, few of them proved to
be clinically valuable, and the role of biological markers in lung cancer remains
unclear because only a small number of markers has been properly assessed'?.

Argyrophilic staining for nucleolar organizer regions (AgNOR) is a technique to
detect the argyrophilia of nucleolar organizer regions (NOR)-related proteins''. NORs
are segments of DNA coding ribosomal genes and are situated on the short arms of
acrocentric chromosomes. They can be demonstrated in formalin-fixed paraffin-
embedded tissues by one-step silver staining, the resulting black dots being termed
AgNORs™.

NORs identified by means of an AgNOR were shown to be of value in
determining prognosis in malignant tumors. Due to its sharp optical contrast, AQNOR
expression can be easily quantified by morphometric procedures, making it possible
to obtain a numeric indicator of the proliferative activity of the cells under study'.

The aim of this study is to verify the relationship between AQNOR expression

and lung tissues changes of wistar rats after pulmonary instillation of benzo[a]pyrene.
Methods

Male Rattus norvegicus albinus, Wistar lineage 08 to 12 weeks of age were
obtained from UFMS central bioterio. Animals were housed four per cage on hard-
wood chip bedding and were given food and purified tap water ad libitum. Rats were
randomized into treatment groups and were quarantined for 2 weeks prior to
treatment, during which time they were acclimatized to 12-h light-dark cicles.

B[a]P was suspended in alcohol 70% solution to obtain 10 and 20 mg/ml
concentrations. Rats were anesthetized with a mixture of ketamine and xilazine,
positioned in supine and a thoracocentesis with a 13X4,5 needle was realized in left
lung.

Rats (four per group) were given a single intrapulmonary instillation of B[a]P at

doses of 10 and 20 mg/kg in a volume of approximately 0,3 ml using a 1-ml sterile
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syringe that was attached to the needle. The animals were divided in four groups:
10/7 (10 mg of B[a]P, killed after 7days); 10/21 (10 mg of B[a]P, killed after 21 days);
20/7 (20 mg of B[a]P, killed after 7 days); 20/21 (20 mg of B[a]P, killed after 21 days).
A group of 04 rats (control) were also instilled with alcohol 70%.

Until their sacrifice, all animals were maintained four per cage under controlled
ambient conditions and with free access to food and water. Rats were killed by
intraperithoneal infusion of lethal dose of sodium penthobarbital on days 7 and 21
after intrapulmonary instillation.

Sections of 3 um, obtained from each paraffin block of the longitudinal cut of
left lung were selected and stained by the one-step silver colloid method. The
sections were dewaxed in xylene and rehydrated through decreasing concentration
of ethanol to distilled water. The AgGNOR solution was freshly prepared by dissolving
gelatin at a concentration of 2 g/dl aqueous formic acid. This solution was added to
50 g/dl aqueous silver nitrate solution. This final solution was then immediately
poured on to the slides, which were left in the dark at room temperature for 45 min.
The silver colloid was washed from the sections with distilled water and the sections
were dehydrated through a graded series of ethanol to xylene'®. The slices were
examined by light microscopy at 1000X magnification and an oil-immersion lens.

Statistical evaluation was performed using Analysis of Variance followed
Dunnet’s multiple comparison test for dose-response data. If applicable, Student’s t
test was used for pairwise comparison. The difference was considered significant
when p<0,05. The statistical procedures were followed with the aid of Bioestat 3.0
statistical software.

All experiments respected the international rules for animal experimentation.
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Results

Black silver-stained dots for AQNOR were clearly identified in all slices of the
experimental group. The AgNOR dots were identified as black points within the
nuclei. Significant alteration wasn’t observed in control group. There is a statistically

significant difference among all the experimental groups (p<0,001; ANOVA).

Figure 1 shows the mean values (and standard deviation) of AQNOR values
for the different days of the 10/7 and 10/21 experimental groups. There is a

statistically significant difference among the groups (p = 0,009; Student’s t test).

AgNOR dots per cell - B[a]P 10mg
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Figure 1. Mean and standard deviation of 10/7 (1,51+£0,86) and 10/21 (1,84+0,13)
experimental groups.

Figure 2 shows the mean values (and standard deviation) of AQNOR values

for the different days of the 20/7 and 20/21 experimental groups. There is a
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statistically significant difference among the groups (p = 0,003). 10/21 and 20/21 (p =
0,006; Student’s t test).
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Figure 2. Mean and standard deviation of 20/7 (1,63£0,11) and 20/21 (2,48+10,28)
experimental groups.

Discussion

The present study was designed to verify the expression of AQNOR in cellular
aterations of wistar rats submmited to intrapulmonary instillation of B[a]P.

Many studies have proved the value of morphometric evaluation of AQNOR in
the differentiation of hyperplasia from incipient cellular alterations or in the detection
of premalignant lesions of bronchial epithelium'°.

The AgNOR technique has been investigated in pulmonary pathology and
cytology as a quantitative diagnostic aid and a marker of tumor proliferating capacity
and prognosis’’.
|17

Rocher et al'’ found the expression of AQNOR such a important discriminator

between benign and malignant cells in serous effusion. Kaneko et al'® demonstrated
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a positive correlation between AgNOR and survival of patients at stage | of non-small
cell lung cancer.

B[a]P has been used as a prototype carcinogenic polycyclic aromatic
hydrocarbons since its isolation from coal tar in the 1930’s. It produce a wide range
of toxicities, including carcinogenicity in experimental animals, and acute inhalation
induces squamous cell papillomas and carcinomas in the trachea'®.

Many studies have been reported animal B[a]P exposure by a single
intratracheal instillation. However, in this study was performed intrapulmonary
instillation of B[a]P by thoracocentesis, although inhalation is one of the primary
routes of its exposure.

The differences between AgNOR area per um? have been used in some
studies as a method of quantify the number of malignant cells’. Rocher et al
describe an average of 4,88+1,5 AgNOR particles for each reactive mesothelial
cells'”. The low amount of AGQNOR spots observed in this study (2,48 + 0,28 per cell)

suggest underestimate exposition time of animals to B[a]P.
Conclusion
Results suggest that the AQNOR technique can be useful in identification of

cells changes induced by B[a]P. Further studies will help clarify the real value of
AgNOR technique in the pathogenesis identification of lung neoplasic diseases.
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RESUMO

Objetivo: o objetivo deste estudo foi verificar a relacdo entre a expressdo de
AgNOR e alteragdes teciduais pulmonares em ratos wistar apos instilagdo pulmonar
de benzo[a]pireno (B[a]P). Métodos: Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar
machos foram submetidos a instilagcdo pulmonar unica de B[a]P em doses de 10 e
20mg/kg, em um volume aproximado de 0,3 ml. Os animais foram sacrificados ap6s
7 e 21 dias e o tecido pulmonar submetido a técnica histolégica de AgNOR. Os
pontos AgNOR foram quantificados e os resultados analisados estatisticamente;
foram considerados significantes os valores de p < 0,05. Resultados: Os valores
médios de pontos AgNOR no grupo experimental 10/7 (1,51+0,86) e 10/21
(1,84+0,13) foram estatisticamente significantes (p = 0,009). Entre os grupos 20/7
(1,63+0,11) e 20/21 (2,4810,28) a diferenga observada foi também considerada
significante (p = 0,003). Conclusédo: Os resultados sugerem que a técnica de

AgNOR pode ser util na identificacdo de alteragdes celulares induzidas pelo B[a]P.

Descritores: Benzo[a]pireno, Marcadores Biologicos, Regido Organizadora do

Nucléolo
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