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Revisao de Literatura

Ensaios para deteccao do potencial cancerigeno de substancias quimicas

a) Ensaio de longa duracao

Atualmente, as mais importantes fontes de evidéncia sobre o potencial
cancerigeno de agentes quimico sao os estudos epidemiol6gicos e os com
animais de experimentacdo. Os primeiros estudos sdo complexos do ponto de
vista operacional, e algo limitados em suas conclusées, devido a dificuldades
de caracterizacdo dos niveis reais de exposicdo, a complexidade das
exposicées humanas, que em geral ocorrem a partir de diferentes fontes, e a
laténcia muito longa dos canceres antes de se manifestarem clinicamente.
Durante esse periodo de laténcia, os individuos expostos sofrem inUmeros
processos (infecciosos, nutricionais, etc) que podem interferir na
carcinogénese. Por este motivo, e devido ao maior controle sobre as variaveis
em questdo, os estudos com animais de experimentagao permitem evidenciar
melhor a possivel relacdo causal entre determinada exposicdo e o
desenvolvimento do cancer. Aléem disso, tém como vantagem sobre os estudos
epidemiologicos o carater prospectivo, ou seja, permitem definir o potencial
cancerigeno de um agente antes que populagdes humanas sejam expostas a
eles (1, 2).

O ensaio convencional adotado globalmente para identificar substancias
cancerigenas é o teste de longa-duragdo com roedores (TLD), proposto no
inicio da década de 1960 pelo Instituto Nacional do Cancer norte-americano
(3). Desde o seu delineamento até o relatério final, o teste tem duracédo de
cerca de cinco anos, envolve no minimo 600 animais, que representam os dois
géneros de duas espécies de roedores expostos a trés doses da substancia-

teste, além dos respectivos grupos controle (4-6). Substancias que induzem
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incidéncia maior de cancer nos animais tratados, quando comparados aos
respectivos controles, sdo consideradas cancerigenas quando exercem este
efeito em uma ou mais espécies ou em dois ou mais estudos independentes
com uma mesma espécie, desenvolvidos em momentos diferentes ou em
diferentes laboratérios, ou com diferentes protocolos. Dentro dos limites de
possivel extrapolagdo entre as espécies, considera-se que essas substancias
apresentam risco cancerigeno para o homem (7).

Apesar de universalmente adotado, o TLD apresenta varias
desvantagens, pois demanda longo periodo de execucdo, além de processos
operacionais complexos e do alto custo. No momento, nenhum pais da
América Latina tem condicbes adequadas para executar o TLD em rotina,
devido a inexisténcia de infra-estrutura de biotérios e de profissionais
qualificados (1). Além disso, a concepcdo deste ensaio tem limitacoes
conceituais que impdem limites a interpretacdo de seus resultados. Por
exemplo, ndo considera as multiplas etapas da carcinogénese quimica
(iniciagdo, promogao e progressdo) e nao permite prévio conhecimento dos
orgaos-alvo que eventualmente desenvolverdo neoplasias. Também, existem
controvérsias quanto ao uso da Dose Maxima Tolerada (DMT) como o maior
nivel de dose a ser testada, pois varias substancias identificadas como
cancerigenas pelo TLD poderiam ndo ser assim classificadas se doses

menores fossem adotadas (2, 8, 9).
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b) Linhagens de roedores utilizados em ensaios de carcinogenicidade

Caracteristicas genéticas de roedores definem as linhagens como de
maior ou menor sensibilidade para o desenvolvimento de neoplasias
espontdaneas ou induzidas. Nos estudos de carcinogénese quimica, as
linhagens mais utilizadas de Ratus novergicus sao a Fischer 344, a Sprague-
Dawley e a Wistar. Essas linhagens séo classificadas de acordo com suas
caracteristicas genéticas em isogénicas (geneticamente idénticos), como o
Fischer 344, e nao-isogénicas (caracteristicas uniformes, mas geneticamente
heterogéneas) como Sprague-Dawley e Wistar (10). Ratos de linhagem
isogénica constituem um grupo homogéneo de animais, util para comparar
grupos experimentais submetidos a diferentes agentes exdgenos, ja que
apresentam baixa variabilidade de resposta entre si (11). No entanto, muitos
toxicologistas preferem linhagens nao-isogénicas por melhor representarem a
variabilidade humana (10, 12). Assim, dependendo do objetivo do estudo, tem
sido adotado um ou outro tipo de linhagem.

Atualmente, a preocupacgao internacional com o melhor modelo animal
para estudos de carcinogenicidade tém sido alvo de intenso debate. Num
workshop do Programa Nacional de Toxicologia (NTP — USA), discussbes de
membros da academia, industria, governo e setor privado sugeriram que o NTP
explore melhor o use de multiplas linhagens, apesar das varias questdes sobre
interpretacdo de dados e praticidade. E ainda, dar énfase ao uso de linhagens

de rato de “alta preditividade” ao invés de “alta sensibilidade” (13).
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c) Ensaio de média duracao em multiplos 6rgaos

Procurando superar as limitagdes do TLD, e aproveitando o crescimento
progressivo do conhecimento dos fendmenos celulares e moleculares
envolvidos na carcinogénese, varios ensaios alternativos/complementares in
vivo, ou bioensaios, foram propostos durante as décadas de 1980 e 1990 para
a deteccao do potencial cancerigeno de agentes quimicos (14-16). Em geral,
esses bioensaios caracterizam-se por serem mais rapidos, econdmicos, e mais
informativos que o TLD. Dentre eles destacam-se os ensaios de média-
duracao, desenvolvidos inicialmente para identificar cancerigenos em periodos
relativamente curtos. Esses modelos de média-duracao sao representados
principalmente pelos “protocolos de iniciacao-promocao”, “protocolos com
animais recém-nascidos” e “protocolos com animais geneticamente
modificados”, que estdo adequadamente apresentados na literatura (3, 14, 17,
18).

Baseado no paradigma da iniciacdo-promocdo da carcinogénese, o
ensaio multi-érgdos de média duragdo desenvolvido por pesquisadores
japoneses foi inicialmente estabelecido com ratos machos da linhagem
isogénica Fischer 344 (19-23). A iniciacdo é a etapa inicial da carcinogénese
quimica, provocada pela exposicdo a um agente genotdxico, e caracterizada
por alteracdes estruturais do genoma, que sao “fixadas” de modo irreversivel
no DNA das células alvo apés pelo menos um ciclo de proliferacdo celular. A
etapa da promocao, por sua vez, envolve a selecao e proliferacao clonal das
células iniciadas e sua evolucao para neoplasia; € um processo reversivel que
depende da acéao prévia do agente iniciador assim como da dose e do intervalo

entre as exposicdes a substancia promotora (16, 24-26). Assim, o0 bioensaio
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multi-6rgdos de média duracdo consiste dessas duas etapas sucessivas: a
iniciacdo € feita pelo tratamento com cinco agentes genotoxicos, que
estabelecem a iniciagdo da carcinogénese em varios 6rgaos, € a promogao, na
pela exposicao a substancia-teste a fim de avaliar seu potencial promotor (14,
20, 22, 23, 27).

Os agentes iniciadores usados neste bioensaio sdo a dietilnitrosamina
(DEN), a N-metil-N-nitrosurea (MNU), a butil-N(4-hidroxibutil)nitrosamina
(BBN), a dihidroxi-di-N-propilnitrosamina (DHPN), e a dimetilhidrazina (DMH), o
que o levou a ser também denominado DMBDD, devido as iniciais destas
substancias. Outro sinbnimo para o ensaio é “teste de carcinogénese em
multiplos 6rgaos”, pois varios sdo os 6rgaos-alvo iniciados por esse protocolo:
figado e rins (acdo da DEN); estdbmago, glandula mamaria, bexiga urinaria e
tire6ide (MNU); trato intestinal (DMH); pulmao, tireéide e rins (DHPN) e bexiga
urinaria (BBN) (9). Devido a variedade de 6rgaos iniciados, ha varios
parametros qualitativos e quantitativos para avaliacdo da positividade da
substancia-teste, incluindo lesées com carater preneoplasico, como as
hiperplasias e displasias. O uso de lesdes preneoplasicas como parametro
permite que a duragcdo do ensaio seja de 25 semanas, bem menor que a do
estudo convencional de longa duracéao, que é de dois anos. Assim, 0 ensaio
DMBDD apresenta as vantagens de menor duracao, o uso de um sé género de
uma unica espécie de roedor (rato Fischer 344 macho), resultados mais
rapidos a um custo menor, e a possibilidade de estudos sobre o modo de

acao/mecanismo de carcinogénese da substancia testada (1, 2, 9, 14). Este
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ensaio (DMBDD) também pode ser util em estudos dose-resposta, com alta
sensibilidade a baixas doses (9).

Além do custo-beneficio favoravel, os resultados do ensaio DMBDD tém
mostrado boa correlacdo com o teste de longa duragdo (23, 27, 28),
apresentando resultados relevantes e que validam o seu uso. Em 1997, a
International Conference on the Harmonisation of Technical Requirements for
the Registration of Pharmaceuticals for Humans Use, ou International
Conference on Harmonization (IHC), recomendou esse ensaio a fim de compor
o dossié para licenciamento de medicamentos (29). Na mesma linha, em 1999,
a Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (IARC) também
reconheceu que os testes alternativos, como o DMBDD, eram apropriados para

identificar cancerigenos quimicos em roedores (14).

d) Ensaio DMBDD adotado no Brasil

Desde 1996, uma modificacdo protocolar do bioensaio DMBDD foi
proposta pelo Nucleo de Avaliacao Toxicogenética e Cancerigena (TOXICAN)
e adotada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) (30) como método valido para evidenciar a
carcinogenicidade de praguicidas agricolas (30). As modificacdes propostas
pelo protocolo DMBDD brasileiro (DMBDDP) sdo0 o uso de ambos os géneros
da linhagem de ratos Wistar como sistema experimental, a duracdo de 30
semanas e dois grupos controle positivo, um tratado com fenobarbital (FB,
cancerigeno nao-genotoxico, que tem particularmente o figado como 6rgao
alvo) e outro com o 2’-acetoaminofluoreno (2’-AAF, cancerigeno genotdxico

com varios 6rgaos-alvo). A linhagem de ratos Wistar foi escolhida devido a
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facilidade de aquisicdo desses animais no pais e também pela resisténcia
relativa que eles apresentam ao desenvolvimento de neoplasias espontaneas
(1, 2).

O TOXICAN, na Faculdade de Medicina da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), foi pioneiro no pais em executar o ensaio DMBDDP. Durante
o periodo de 1996-2001, este laboratério desenvolveu estudos para
padronizacao desse ensaio em ratos Wistar e, desse modo, procurou obter o
maior numero de informagdes possiveis sobre ele, a fim de torna-lo cada vez
mais confiavel (2, 31-34).

Além disso, naquele periodo foram desenvolvidos cinco desses
bioensaios, sob contrato com empresas do setor agroquimico do Brasil, para
testar o potencial cancerigeno promotor de praguicidas (35). Esses estudos
foram desenvolvidos em regime de Boas Praticas de Laboratério (BPL) e tém
todos seus dados brutos, blocos de parafina, laminas histolégicas e relatérios
originais adequadamente arquivados. Este material constitui uma fonte muito
rica de informacdes sobre as alteracdes provocadas pelo protocolo DMBDD em
ratos da linhagem Wistar. Naturalmente, as informagdes sobre os efeitos dos
produtos testados ndo podem ser divulgadas por estarem restritas por contrato,
mas a andlise dos efeitos das substancias controle positivo da iniciacéo (FB e
2’-AAF) pode contribuir de modo relevante para maior conhecimento do
protocolo DMBDD® e, eventualmente, para sua validacdo. Portanto, uma
eventual andlise deste material impedira que se desperdice o grande

investimento material e humano realizado nesses estudos.
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Sob esta perspectiva, duas iniciativas anteriores procuraram consolidar
as informagdes contidas nos relatorios originais dos ensaios realizados pelo
TOXICAN. Rocha (1998) reuniu as informacdes sobre todos os 6rgéos obtidos
por necrdpsia completa dos dois primeiros ensaios (36). de Camargo et al.
(1999) procuraram consolidar as informacdes morfoldgicas mais relevantes de
quatro daqueles ensaios (37). O presente trabalho caracteriza-se pela revisao
histolégica de trés 6rgaos — o figado, rins e intestinos — dos animais dos cinco
estudos realizados até 2001. Esses 6Orgaos foram escolhidos porque
apresentaram maior incidéncia de lesbées naqueles ensaios. Deve ser
destacado que os dois primeiros sdo os sitios mais freqlentemente
comprometidos por nos ensaios de longa-duracao realizados pelo NTP norte-
americano (5).

A capacidade indutora enzimatica dos agentes quimicos utilizados no
protocolo DMBDDP foi avaliada pela expressdo hepatica das isoformas
2B1/2B2 e 1A2 do citocromo P450 no presente estudo. Caracteristicamente, o
sistema P450 pode ser induzido por milhares de estruturas quimicas diferentes,
tornando-o adaptado ao ambiente. Alteragcdes nessas enzimas sao importantes
na promocao de tumores por substancias cito e genotoxicas (38). Assim, as
isoformas CYP 1A2 e 2B1/2B2 foram escolhidas porque apresentaram, em
outros trabalhos, aumento da expressdo e atividade enzimatica apds
administracao de 2’-AAF ou FB a ratos, respectivamente (9, 39-44). A inducéo
dessas proteinas por xenobidticos ndo ocorre em todo o acino hepatico, mas
geralmente é restrita a algumas porcdes do figado. O conhecimento dos
mecanismos envolvidos pode ser importante, jA que muitas dessas substancias

geram intermediérios potencialmente tdéxicos que caracteristicamente causam
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danos hepaticos em regides especificas atraves da ativagdo de diferentes
isoenzimas P450 (45). Por esses motivos, a andlise da intensidade dessas
enzimas foi realizada pela identificagdo imunohistoquimica da area hepatica
acometida.

Para complementar e enriquecer esse estudo, foi analisado o
desenvolvimento de focos de hepatécitos que expressam a enzima glutationa
S-transferase, forma placentaria (GST-P). A marcacdo GST-P é utilizada como
importante parametro para analise dos processos de carcinogénese quimica no
figado de roedores (9, 46, 47).

Eventualmente, o padrdo de expressédo destas enzimas induzidas em
hepatécitos no ensaio DMBDD® também pode constituir um painel contra o qual
serao confrontadas substancias que vierem a ser testadas em ensaios futuros,
contribuindo de modo decisivo para a caracterizacao e validagao do bioensaio
DMBDDP®. No conjunto, além da evidente contribuicdo fornecida para o
conhecimento das respostas da linhagem Wistar aos tratamentos do protocolo
DMBDDP, esta revisdo tem a vantagem de evitar a realizagdo de novos estudos
exploratérios do modelo, o que levaria ao sacrificio de centenas de animais de

experimentagao.
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Objetive

O objetivo do presente estudo foi utilizar a experiéncia de cinco anos
(1996-2001) com o protocolo DMBDD® no TOXICAN, revisando as lesdes
histoldgicas induzidas no figado, rins e intestinos em ambos 0s géneros de
ratos Wistar pelo processo de iniciacdo DMBDD e promocao com fenobarbital
ou 2’-acetoaminofluoreno e, desse modo, gerar visdo critica e de conjunto do
ensaio DMBDD® em ratos Wistar.

Essa & uma contribuicdo para o estabelecimento e validacdo do
bioensaio DMBDD em uma linhagem de roedor diferente daquela em que o

bioensaio foi estabelecido originalmente.
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Abstract
A medium-term multi-organ rat bioassay based on the initiation-promotion
carcinogenesis paradigm has been proposed by Japanese researchers as an
alternative to the conventional long-term assay for chemical carcinogenesis
detection. This alternative bioassay, designated DMBDD (after the five
carcinogenic initiators of this protocol), was originally standardized with the
male Fischer 344 strain of rats. In 1996, the Brazilian Agency for the
Environment (IBAMA) officially recognized a variation (DMBDD®), proposed by
our laboratory, as a valid source of evidence of the carcinogenic potential of
agrochemicals. The protocol adopted by IBAMA has some modifications, such
as the use of both sexes of the Wistar strain of rats and two positive controls
(Phenobarbital — PB, 2’-acetoaminofluorene - 2’-AAF). During six years, five
different bioassays managed under contract with agrochemical companies were
developed by our laboratory (TOXICAN). This study presents the revised results
obtained from three organs of this protocol — liver, kidney and intestines —,
chosen because they most frequently presented lesions through those assays
analyses. Besides, the induction of the CYP 2B1/2B2, 1A2 isoforms was also
immunohistochemically evaluated in the liver. Our results document the
promoting activity of PB, otherwise less evident than 2’-AAF, especially in male
rats. Although a high variability of the Wistar rat strain tested was evident, this
study allowed building up a data bank of characteristic lesions in those selected

organs of Wistar rats under the DMBDD® protocol treatment.

Key-words: chemical carcinogenesis, initiation-promotion, DMBDD alternative

bioassay, Wistar rats, Brazilian experience.
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Resume

Resumo
Um ensaio de média-duragcdo em multiplos érgaos de roedores, baseado no
paradigma iniciagdo-promog¢do da carcinogénese, foi proposto por
pesquisadores japoneses como alternativa ao ensaio convencional de longa-
duracao para deteccdo de cancerigenos quimicos. Esse ensaio alternativo,
denominado DMBDD (acrénimo para os 5 agentes iniciadores da carcingénese
neste protocolo), foi originalmente padronizado com a linhagem de ratos
Fischer 344. Em 1996, o IBAMA adotou oficialmente uma variacdo (DMBDDP),
proposta por nosso laboratério, como fonte de evidéncia do potencial
cancerigeno de praguicidas agricolas. O protocolo adotado pelo IBAMA tem
algumas particularidades, como o0 uso de ambos os géneros de ratos da
linhagem Wistar e dois grupos controle positivo (tratados com fenobarbital - FB
ou com 2’-acetoaminofluoreno -2’-AAF). Este protocolo foi utilizado ao longo de
seis anos em nosso laboratério (TOXICAN) para a realizagdo de cinco
bioensaios sob contratos com empresas do setor agroquimico. O presente
estudo consiste da revisdo dos diagnésticos de trés érgaos desses ensaios - 0
figado, rins e intestinos - escolhidos porque foram os que apresentaram mais
lesbes na analise de cada um daqueles ensaios. A capacidade indutora
enzimatica dos agentes do protocolo foi avaliada pela expressao
imunohistoquimica das enzimas hepaticas CYP 2B1/2B2 e 1A2. Os resultados
indicam atividade promotora do FB, embora menos evidente que a do 2’-AAF,
particularmente nos ratos machos. Apesar da alta variabilidade da linhagem de
rato Wistar , este estudo permitiu estabelecer um banco de informacdes sobre
as lesGes que caracteristicamente sdo encontradas naqueles érgaos dos

animais Wistar submetidos ao protocolo DMBDD"
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INTRODUCAO

O ensaio convencional adotado globalmente para identificar substancias
cancerigenas € o teste de longa-duragdo com roedores (TLD). Esse teste tem
duracao de cerca de cinco anos, envolvendo um grande niumero de animais de
dois géneros e de duas espécies de roedores expostos a no minimo trés doses
da substancia-teste, e os respectivos grupos controle (FDA, 1993, Gart, et al.,
1986, Huff, et al., 1991).

Apesar de universalmente adotado, o TLD apresenta varias
desvantagens, como complexidade operacional, longo periodo de execucao e
alto custo, o que o torna inviavel em alguns paises. Além disso, tem limitacdes
de interpretacdo e na&o considera as mdultiplas etapas naturais da
carcinogénese (iniciacdo, promocao e progressao) (de Camargo, et al., 1999,
Fukushima, et al., 2005, Salvadori, et al., 1997). Portanto, varios protocolos
alternativos/complementares de ensaios in vivo, ou bioensaios, foram
desenvolvidos durante as décadas de 1980 e 1990, ou seja, ensaios mais
rapidos, econdmicos, e informativos que o TLD. (Swanson, 1988, Westein,
1988). Desenvolvido por pesquisadores japoneses, o “bioensaio do rato
iniciado” foi inicialmente estabelecido com ratos machos isogénicos da
linhagem Fischer 344 (Hagiwara, et al., 1993, Hasegawa, et al., 1994, IARC,
1986, Ito, et al., 1996, Ito and Imaida, 1992).

O protocolo do “ensaio do rato iniciado” baseia-se no paradigma de
carcinogénese de duas etapas, a da iniciacao e a da promocao. A iniciacao é o
fendbmeno inicial da carcinogénese quimica, dependente de alteragdes
estruturais do genoma das células alvo, apbés exposicdo a um agente

genotoxico. A etapa da promogédo envolve a selecéao e proliferacéo clonal das
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células iniciadas e sua evolugédo para neoplasia; € um processo reversivel que
depende da dose e do intervalo entre as exposi¢des a substancia promotora,
assim como da acdo prévia do agente iniciador (Farber, 1987, Farber, 1988,
Pitot, 1989, Pitot, 1993, Westein, 1988). Assim, o protocolo do “ensaio do rato
iniciado” consiste de duas etapas sucessivas: a da iniciacdo, feita pelo
tratamento com cinco agentes genotdxicos que estabelecem a iniciacado da
carcinogénese em varios 6rgaos, e a da promoc¢ao, na qual é feita exposicao a
substancia-teste a fim de avaliar seu possivel potencial promotor (Hagiwara,
Tanaka, Imaida, Tamano, Fukushima and Ito, 1993, Hasegawa, Tanaka,
Tamano, Shirai, Nagao, Sugimura and lto, 1994, IARC, 1999, Ilto, Hasegawa,
Imaida, Hirose and Shirai, 1996, Ito and Imaida, 1992).

Os agentes iniciadores usados levaram o0 ensaio a ser também
denominado DMBDD, devido as iniciais destas substancias (dietilnitrosamina
(DEN), N-metil-N-nitrosurea (MNU), butil-N(4-hidroxibutil)nitrosamina (BBN),
dihidroxi-di-N-propilnitrosamina (DHPN), e dimetilhidrazina (DMH). Devido a
variedade de érgaos iniciados, ha varios parametros qualitativos e quantitativos
para avaliagdo da positividade da substancia-teste, incluindo lesbes com
carater preneoplasico, como as hiperplasias e displasias. O ensaio DMBDD
apresenta vantagens sobre o TLD como menor duracédo (28-36 semanas), 0
uso de menor niumero de animais (uma Unica espécie e género de roedor),
resultados mais rapidos a menor custo, e a possibilidade de estudos sobre o
modo de acdo/mecanismo de carcinogénese da substancia testada (de
Camargo, Salvadori, Rocha, Barbisan and Ribeiro, 1999, Fukushima,
Morimura, Wanibuchi, Kinoshita and Salim, 2005, IARC, 1999, Salvadori,

Rocha, Ribeiro and de Camargo, 1997).
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Uma modificacdo protocolar do bioensaio DMBDD foi adotada pelo
IBAMA (Portaria Normativa Ne 84) como método valido para evidenciar a
carcinogenicidade de praguicidas agricolas — (IBAMA, 1996). As modificagdes
propostas pelo protocolo DMBDD brasileiro (DMBDDP) sdo o uso de ambos os
géneros da linhagem de ratos Wistar como sistema experimental, o periodo
experimental de 30 semanas e dois grupos controle positivo, um tratado com
fenobarbital (FB, cancerigeno nao-genotbéxico, que tem particularmente o
figado como 6rgao alvo) e outro com o 2-acetoaminofluoreno (2-AAF,
cancerigeno genotoxico com varios érgaos alvo).

Além de seus efeitos cancerigenos, o 2°-AAF e o FB tém a capacidade
de induzir a expressao de varias enzimas detoxificantes do figado, o que pode
ser um fator importante na determinacédo da resisténcia ou susceptibilidade a
xenobibticos nos primeiros estadgios da hepatocarcinogénese (Sparfel, et al.,
2003). As enzimas metabolizadoras de drogas como as CYPs (citocromos
P450) constituem um dos alvos dessas substancias. Assim, a administragdo de
2-AAF ou FB a ratos induz a expressao e atividade de algumas isoformas de
CYPs, como CYP1A2 e CYP2B1/2B2, respectivamente (Burt and Thorgeirsson,
1988, Fukushima, Morimura, Wanibuchi, Kinoshita and Salim, 2005, Hagiwara,
et al., 1996, Martignoni, et al., 2004, Nims, et al., 1987, Parkinson, 2001,

Tateishi, et al., 1999).

O Nucleo de Avaliacao Toxicogenética e Cancerigena (TOXICAN), na
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista (UNESP), foi o
propositor e o pioneiro no pais em executar o protocolo DMBDD®. No periodo
1996-2001, foram desenvolvidos cinco desses bioensaios para testar o

potencial cancerigeno de praguicidas agricolas, sob contrato com empresas do
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setor agroquimico do Brasil (de Camargo, et al., 1999). Assim, o objetivo do
presente estudo foi reavaliar a experiéncia de cinco anos (1996-2001) com o
protocolo DMBDD® no TOXICAN, revisando as lesdes histolégicas induzidas no
figado, rins e intestinos em ambos os géneros de ratos Wistar pelo processo de
iniciagdo do DMBDD e promogéo com fenobarbital ou 2’-acetoaminofluoreno e,
desse modo, gerar visdo critica e de conjunto do ensaio DMBDD® em ratos
Wistar. Os 0Orgaos re-diagnosticados foram os que apresentaram maior
incidéncia de lesdes nos cinco estudos realizados no laboratério até 2001

Essa é uma contribuicdo para o estabelecimento e validagdo do
bioensaio DMBDD em uma linhagem de roedor diferente daquela em que o

bioensaio foi estabelecido originalmente.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e ambiente de experimentacao

Ratos Wistar (225 machos e 225 fémeas) com cerca de 4 semanas de
idade, foram submetidos ao protocolo DMBDD® em 5 diferentes estudos
desenvolvidos de acordo com Boas Praticas de Laboratério ao longo de 6 anos
(1996-2001). Os animais foram fornecidos pela Biotecnologia Planalto (Bioplan,
Brasilia-DF) ou pelo Instituto de Tecnologia do Parana (Curitiba, TECPAR) e,
sem receber qualquer tratamento, foram submetidos a periodo de aclimatagao
de 3 semanas. Randomizados e distribuidos em caixas de polipropileno
forradas com maravalha de pinho autoclavada e tampadas com grades de
arame cromados, 0os animais receberam agua filtrada e ragdo basal NUVILAB-
CR1 (NUVITAL, Curitiba-PR) ad libitum. As condi¢des do biotério foram sempre
mantidas a temperatura ambiente de 24° + 2° C, umidade relativa do ar a 55 +
10%, periodo de luz de 12 horas claro/12 horas escuro e a exaustao continua
do ar.

Estes animais foram pesados duas vezes por semana e 0 consumo
estimado de agua e ragdo e avaliacbes clinicas foram registrados

semanalmente durante todos os periodos experimentais.

2.2 Agentes quimicos

N-dietilnitrosamina  (DEN),  N-metil-N-nitrosurea  (MNU), N,N’-
dimetilhidrazina (DMH) e 2’-acetoaminofluoreno (2’-AAF) foram comprados da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO); N-butil-N-(4-hidroxibutil)nitrosamina

(BBN) e fenobarbital sédico (FB) comprados de Tokyo Kasei Kogyo Co.
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(Tokyo) e dihidroxi-di-N-propilnitrosamina (DHPN) da Nacalai Tesque, Inc.

(Kyoto).

2.3 Delineamento experimental

Para a presente revisdo foram considerados, de cada um dos cinco
estudos desenvolvidos entre 1996-2001, os animais dos seguintes grupos
experimentais: 1) o grupo controle negativo, ndo exposto a qualquer
substancia; 2) o somente iniciado, exposto a DEN, MNU, BBN, DMH e DHPN;
e 3) o grupo também exposto ao FB ou ao 2-AAF (grupos iniciados e
promovidos). Nao foram considerados aqueles grupos expostos as substancias
testadas, as quais eram de interesse das empresas patrocinadoras dos
estudos e estavam restritos por termo contratual de sigilo. Os grupos similares
de cada um dos estudos foram consolidados de modo a constituirem trés
novos e maiores grupos experimentais de cada género, que receberam os
seguintes tratamentos (Figura 1).

O grupo controle negativo, com 50 animais machos e 50 fémeas,
recebeu somente racao basal peletizada durante todo o ensaio. Os dois outros
grupos (iniciados ou iniciados e promovidos) foram tratados sequencialmente
com 0s cinco agentes iniciadores (tratamento DMBDD) durante a primeira e
segunda semanas: uma unica injegao intraperitoneal (i.p.) de DEN 100mg/kg
de peso corpéreo no inicio do experimento; quatro inje¢des i.p. de 20 mg/kg de
peso corpéreo de MNU duas vezes por semana € BBN a 0,05% na agua de
beber durante duas semanas. Durante a 32 e a 42 semanas esses grupos foram
tratados com DMH (40mg/kg de peso corpéreo, subcutanea (s.c.), 4 vezes,

duas doses na semana) e DHPN (0,1% na agua de beber durante duas
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semanas). O grupo somente iniciado, com 80 machos e 80 fémeas, foi mantido
sem qualquer outro tratamento até a 302 semana. Os grupos iniciados e
promovidos foram também expostos a 2’-AAF 0,01% (30 animais) ou a FB
0,05%, 0,075% ou 0,10% (160 animais) misturados a ragdo desde a 62 até a
302 semana. O tratamento de diferentes grupos de ratos com trés
concentragdes alternativas de FB foi devido a resposta variavel e fraca — do
ponto de vista de desenvolvimento de hipertrofia centrolobular e de focos de
hepatécitos alterados no figado - dos animais expostos primeiramente a 0,05%
e depois a 0,075% de FB. Assim, nos trés primeiros ensaios 90 animais de
ambos os sexos foram tratados com 0,05%, no ultimo, 40 com 0,075% e, no
penultimo, 30 animais com FB 0,10%, totalizando 160 animais.

Dos cinco estudos revisados, somente o primeiro deles utilizou o 2’-AAF
0,01% como controle positivo; os estudos seguintes utilizaram apenas o FB
como controle positivo. Assim, na presente reavaliagdo ha uma diferenga entre
a quantidade final de animais tratados com 2’-AAF (30 animais) ou com FB

(160 animais).

2.4 Processamento e analise histologica

No final do tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia por
exsanguinacao apos anestesia geral induzida por pentobarbital sédico 4% (45
mg/kg i.p.). Todos tiveram coletados 6rgaos alvo dos agentes iniciadores como
figado, pulmdoes, esbéfago, estbmago, intestinos delgado e grosso, rins, bexiga
urinaria, linfonodos, timo, tiredide, cavidade nasal, e lingua. Estes érgaos foram

fixados em formalina 10% e processados e corados com hematoxilina e eosina

27



Material e Métodas

(HE) para analise histologica. Apds emissdo dos respectivos relatérios, os
blocos de parafina e as Iaminas histologicas de cada estudo foram guardadas
em sala de arquivos.

Para a presente reavaliagdo, cortes histologicos corados por HE do
figado, intestinos grosso e delgado, e rins direito e esquerdo, foram re-
analisadas e classificadas de acordo com os critérios do Standardized System

of Nomenclature and Diagnostic Criteria (SSNDC), disponiveis na internet

(http://www.toxpath.org/ssndc.asp). Estes 6rgados foram escolhidos porque
foram os que apresentaram maior incidéncia de lesées nos cinco estudos
realizados no laboratério até 2001. As lesdes preneoplasicas nestes trés
6rgaos sao respectivamente, os focos de hepatécitos alterados, a hiperplasia
tubular renal atipica e os focos de criptas aberrantes.Os focos de hepatécitos
alterados incluem focos de células claras, basofilicos, eosinofilicos e anfofilicos
(Bannasch and Zerban, 1990). No rim, a hiperplasia tubular engloba as
hiperplasias tubulares simples e as atipicas, mas apenas essas Ultimas sao
consideradas preneoplasias (Hard, et al., 1995, Hard, et al., 2007, Mohr, 1992).
Ja os focos de criptas aberrantes sdo marcadores preneoplasicos encontradas
no intestino grosso (Bird, 1995, Takayama, et al., 1998).

As lesbes preneoplasicas (focos alterados e hiperplasias) ndo foram
quantificadas em cada animal, i.e., as tabelas indicam somente a incidéncia
dessas alteracdes, independente de sua quantidade em determinado 6rgéao. Ao
contrario, as neoplasias sdo apresentadas individualmente, i.e., cada uma
delas esta quantificada no érgao primario respectivo. Deste modo, € possivel

indicar o numero de neoplasias que cada animal desenvolveu, o que permite
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definir o niumero total de tumores por grupo e a quantidade discriminada de

neoplasias benignas e malignas, como aparece em Resultados.

2.5 Processamento e analise imunohistoquimica

Amostras do lobo direito, esquerdo e anterior do figado também foram
preparadas para andlise quantitativa dos focos que expressam sob
imunohistoquimica a forma placentaria da glutationa S-transferase (GST-P™).
Em resumo, o procedimento imunohistoquimico baseou-se no método avidina-
biotina-peroxidase (Vector Laboratories Inc., Dinamarca) (Hsu, et al., 1981), no
qual o anticorpo primario policlonal anti-GST-P (Medical & Biological
Laboratories Co., Toquio, Japao), foi utilizado na diluicdo 1:1000 por doze
horas a 4°C. A contracoloragdo dos cortes foi realizada com hematoxilina de
Harris por cerca de 1 a 2 minutos.

Os focos expressando a GST-P* foram quantificados pelo Dr. Luis
Fernando Barbisan por meio do programa KS-300 (Kontron Elektronic,
Alemanha), utilizando-se um fotomicroscépio Nikon (Microphot-FXA) acoplado
a microcomputador. Foram medidas a area de cada corte histolégico de figado
(cm?) e a area de cada foco GST-P* com diametro maior ou igual a 0,1- 0,15
mm? (Barbisan, et al., 2003). Os parametros registrados foram o ndmero de
focos GST-P* (focos/cm?) e area agregada de focos GST-P* para cada animal
(mm?/cm?).

Amostras dos trés lobos do figado foram ainda preparadas para analise
da expressdo de enzimas citocromo P450 isoformas 2B1/2B2 e 1A2 utilizando
a técnica de tissue microarray (TMA) (Avninder, et al., 2008). Nesse estudo,

seis discos de 2 cm de didmetro de cada animal foram reemblocados em
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plataformas de 30 discos de TMA e processados imunohistoquimicamente para
as isoformas de CYP estudadas. A analise, realizada em microscopio Optico
com objetiva de 100X, consistiu da identificacdo da area hepatica marcada pela
proteina e sua intensidade. Ou seja, as intensidades de marcagao leve,
moderada ou alta foram discriminadas nas porcoes periportal, médiozonal ou
centrolobular do figado e contabilizadas como difusa quando as células
coradas foram visualizadas esparsamente por todo o disco de tecido. Dentre os
grupos que receberam FB, foi analisado somente o que recebeu a
concentracao de 0,075%.

O processo imunohistoquimico para marcacao da CYP 2B1/2B2 utilizou
o método de amplificagdo estreptoavidina-biotina com visualizacdo através do
kit EnVision™ (Dako, Califérnia). Os cores de tecido foram desparafinizados,
rehidratados em alcool graduado e lavadas com PBS. A recuperacao
antigénica ocorreu em autoclave a 120 °C por 3 minutos em tampao de acido
citrico, seguida de bloqueio da peroxidase endogena (H.O. a 3%, Merck,
Alemanha). O anticorpo primario policlonal conjugado CYP 2B1/2B2
(Fitzgerald, Acton, Massachusetts) diluicdo 1:2000, foi incubado overnight a
4°C. As laminas foram lavadas em PBS e incubadas com EnVision® por 1 hora
a temperatura ambiente. O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado com
solucédo de 3,3’-diaminobenzidina e contracorado com hematoxilina de Harris.

Os mesmos procedimentos descritos acima foram seguidos para a CYP
1A2 (Abcam Inc., Cambridge, US), exceto pela diluicdo (1:1000) e visualizagao

com kit LSAB (Dako, California).
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2.6 Analise estatistica

Os dados de peso corpoéreo, peso relativo de 6rgaos, consumo de agua
e ragdo, e numero e area de focos GST-P* foram avaliados pela Andlise de
Variancia (ANOVA) para amostras independentes. Nas amostras que nao
tiveram homogeneidade de varidncia e/ou nao passaram pelo teste de
normalidade, as diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s para amostras
independentes.

Para andlise das lesdes hepaticas, renais e intestinais, assim como as
freqUéncias de neoplasias, o controle negativo foi adotado como controle do
grupo apenas iniciado. Os grupos iniciados e tratados com FB ou com 2’-AAF
foram contrastados somente com o grupo dos apenas iniciados. As diferencas
entre incidéncia das lesbes e os tratamentos, e intensidade de marcacgao
imunohistoquimica das isoformas de CYP 2B1/2B2 e 1A2, foram avaliados
pelos testes probabilisticos Qui-Quadrado ou Exato de Fischer (Hagiwara, et

al., 1993). A diferenca estatistica foi considerada significante quando p<0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 Avaliacao clinica

Até a 302 semana de experimento, a taxa média de mortalidade no
conjunto dos cinco estudos foi de 9,1%, sendo 8,9% em machos e 9,3% em
fémeas (dados ndao mostrados). A maioria das mortes ocorreu de modo
aleatdrio, independente do tratamento a que os animais estavam submetidos, e
devido a infeccbes pulmonares. Os animais com pneumonia receberam
Enrofloxacina (Baytril 5%), i.p., 5 mg/kg por 5 dias, juntamente com soro
fisiolégico via intraperitonial. Apds esse periodo, foi administrado, pela agua de
beber, complexo vitaminico Potenay B12 (25 mI/500 ml agua) durante 10 dias.
Como a antibidticoterapia utilizou quimioterapicos convencionais na pratica
veterinaria, este procedimento foi assumido como néo interferente no processo
cancerigeno e, apos reavaliacdo, os animais foram considerados dentro dos
padrées de normalidade, ganhando peso até o final do experimento. No terco
final do estudo, alguns animais iniciados vieram & Obito devido caquexia e

desenvolvimento de neoplasias.

3.2 Peso corporeo inicial, final e ganho de peso

Os animais dos grupos controle negativo, iniciados e iniciados e
promovidos com FB iniciaram os respectivos estudos com pesos que néo
diferiam entre si (Tabela 1). No entanto, os animais dos grupos iniciados e
promovidos com 2’-AAF de ambos os géneros foram fornecidos ao laboratério
com pesos menores do que 0s dos outros grupos. Todos 0s grupos ganharam
peso ao longo do experimento, sem que fossem detectadas diferencas

significantes entre eles (Figura 2). Animais de ambos os sexos tratados com 2'-
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AAF apresentaram evidente perda de peso na 212 semana, provavelmente
relacionada as infecgdes respiratérias, mas recuperaram-se apos tratamento.
No final do experimento, 0os grupos apenas iniciados de ambos o0s sexos
apresentaram pesos corpéreos significantes menores que o0s de seus
respectivos controles negativo. Os machos tratados com 2-AAF também
apresentaram peso médio final significantemente menor que seu controle
iniciado. Embora as fémeas do grupo iniciado e promovido com 2-AAF
tivessem comecado o estudo com peso médio significantemente menor que os
dos outros grupos, elas recuperaram essa diferenca e terminaram o

experimento com peso médio nao diferente do controle.

3.3 Consumo de agua e racao

As Tabelas 2 e 3 apresentam os valores médios de consumo de racao
(g/rato/dia) e de agua (ml/rato/dia). Durante as semanas 1 a 4, que
corresponderam ao periodo de tratamento com os iniciadores, todos 0s grupos
apresentaram reducdo da ingestdo de agua e de racdo quando comparados
com os respectivos controles negativo, que foi significante para animais apenas
iniciados de ambos o0s sexos durante as 32 e 42 semanas. O consumo de agua
da 62 a 302 semana pelos machos iniciados continuou significantemente menor
que o respectivo controle negativo. Nesse periodo, os machos tratados com FB
tiveram relativo aumento do consumo de agua em relacdo ao grupo de
iniciados. Ja o consumo de ragdo pelos animais dos dois géneros tratados com

FB aumentou durante as semanas 6 a 30.
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3.4 Peso relativo de érgaos

Os pesos relativos do figado e rins sdo apresentados na Tabela 4.
Houve aumento significante dos pesos meédios dos figados de machos e
fémeas iniciados e tratados com FB ou 2’-AAF. Ambos os rins dos animais
iniciados ou iniciados e promovidos com FB ou 2-AAF apresentaram-se

aumentados em ambos os sexos, embora nem sempre de modo significante.

3.5 Figado — LesOes preneoplasicas e neoplasicas

As Tabelas 5 e 6 mostram as incidéncias de lesGes preneoplasicas e
neoplasicas no figado de ratos Wistar machos e fémeas. Devido as diferentes
definicbes usadas para focos de células mistas decidiu-se, assim como
sugerido pelo comité da SSNDC (Goodman, et al., 1994), nao incluir a
categoria de focos de células mistas nas Tabelas 5 e 6, mas apenas classifica-
los de acordo com o tipo celular predominante. O mesmo foi considerado para
o foco tigréide, contabilizado como basofilico. No total, enquanto que os
animais ndo tratados apresentaram incidéncia relativamente baixa de focos de
hepatdcitos alterados (machos, 18%; fémeas, 6%), animais de ambos 0s sexos
iniciados e ou tratados com os promotores apresentaram altas de incidéncias
desses focos (machos 83-100%, fémeas 75-100%). Os iniciados apresentaram
aumento significante da incidéncia de focos alterados em relagdo ao grupo
controle negativo, mas nao diferiram dos grupos promovidos com FB ou 2’-
AAF, embora sua incidéncia fosse numericamente menor em ambos 0s sexos.
Os focos alterados predominantes nos grupos tratados foram os de células

claras e os eosinofilicos e, em menor incidéncia, os basofilicos e anfofilicos.
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Assim, a inducdo quimica promovida pelo protocolo DMBDD® levou a aumento
de incidéncia e variedade dessa lesdo preneoplasica hepatica.

Adenomas ocorreram nos animais tratados de ambos 0s sexos; nos
iniciados ocorreram em incidéncias significantes de 19% (machos) e 25%
(fémeas). O tratamento com os promotores FB 0,075 ou 0,10% ou 2-AAF
aumentou esses valores em ambos 0s sexos, que apresentaram incidéncias
variando de 73% a 100% nos machos e de 60 a 100% nas fémeas,
significantemente maiores nessas duas maiores concentragcdes de FB e no
grupo tratado com 2’-AAF. Igualmente, colangiomas apresentaram-se em
incidéncias significantemente aumentadas em machos (83%) e fémeas (71%)
expostos ao 2’-AAF; nas diferentes concentracbes de FB, houve aumento
significante das incidéncias desses tumores nos machos (27%) expostos a
0,10% FB e nas fémeas (56%) expostas a FB 0,075%. No conjunto, os dados
mostram que os agentes promotores induzem o aumento das incidéncias de
adenomas e colangiomas no figado, e que o FB é mais efetivo em
concentracgdes iguais ou acima de 0,075%.

Em relacdo as neoplasias malignas, machos e fémeas desenvolveram
hepatocarcinomas e colangiocarcinomas. Foi registrados um
hepatocolangiocarcinoma em um macho tratado com FB 0,075% e um
angiosarcoma em outro, tratado com 2’-AAF, além de um caso de leucemia
num animal tratado com a concentracao intermediaria de FB. Embora algumas

diferencas com os respectivos controles iniciados fossem significantes, as
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incidéncias nos grupos tratados com as trés concentragdes de FB ou com 2’-
AAF nao ultrapassaram 17% em ambos 0s sexos, isto €, as incidéncias de
neoplasias malignas hepaticas foram relativamente baixas em relagdo as

neoplasias benignas.

3.6 Figado — Lesoes nao neoplasicas

As lesGes nao neoplasicas do figado foram muito variadas (Tabelas 7 e
8) e, em ambos 0s sexos, consistiram de modo prevalente de hiperplasia de
ductos biliares e de células ovais, cariomegalia, hipertrofia centrolobular e
difusa, esteatose, cistos biliares Unicos e multiplos, degeneracao cistica, e
outras lesdes em incidéncias menores. Algumas dessas alteracbes também
ocorreram nos animais controle negativo (ndo tratados), mas em incidéncias e
intensidade relativamente menores. Nos grupos somente iniciados de ambos
0S sexos, a hiperplasia de ductos biliares e hiperplasia de células ovais
destacaram-se por incidéncias acima de 50%. Nos grupos machos e fémeas
tratados com o FB ou 2'-AAF, a hiperplasia de ductos ocorreu na totalidade dos
animais (100%), mas este aumento foi significante apenas nos machos
expostos ao FB 0,05% e 0,075%, provavelmente devido ao tamanho amostral e
eficacia da iniciacdo, que induziu esta lesdo em 74% dos machos e 94% das
fémeas. Quanto a hiperplasia de células ovais, os machos apresentaram
aumento significante das incidéncias quando expostos as duas maiores
concentracdes de FB. As fémeas desse grupo tiveram aumento significante
apenas na maior concentracao de FB. Ainda, ambos o0s sexos apresentaram

incidéncias significantes (100%) dessa lesdo quando expostos ao 2’-AAF.
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Verificou-se também aumento significante das incidéncias de
cariomegalia, em todas as concentracbes de FB e de 2’-AAF em ambos os
sexos. Além disso, hipertrofia centrolobular de hepatdcitos foi registrada nas
duas maiores exposi¢cdes ao FB em machos e em todas as concentragdes nas
fémeas desses grupos, mas nao nos grupos de ambos 0s sexos expostos ao
2-AAF. Hipertrofia hepatocelular difusa foi observada em incidéncia
significantemente aumentada em machos (83%) e fémeas (79%) tratados com
2’-AAF, em relacédo ao grupo iniciado (6%).

Com relacao aos cistos biliares, eles se apresentaram de forma Unica ou
multipla. Nos poucos casos observados nos controles negativo, apresentaram-
se de forma de Unica ou com dois a trés cistos pequenos e isolados, mas nos
animais iniciados e ou tratados com os promotores eram multiplos, com varios
focos distribuidos por todo o figado. Nos animais iniciados sua incidéncia
significante ocorreu acima de 85% em ambos 0s sexos, de modo que as
incidéncias registradas nos animais tratados com FB ou 2’-AAF n&o diferiram
de modo significante deles. Assim, cistos biliares multiplos parecem ser mais
indicativos de tratamento com xenobidticos do que cistos Unicos, mas suas
incidéncias ndo permitiram discriminar entre os diferentes protocolos de
exposi¢do. A necrose ocorreu em poucos animais e foi significante de modo
individual (uma célula) nos grupos tratados com 0,075% FB de ambos os sexos
e nas fémeas expostas ao 2’-AAF. A incidéncia de necrose focal (grupos
pequenos e escassos de células) foi significante também nos grupos expostos
ao 2’-AAF em ambos os sexos. No geral, as incidéncias variaveis de necrose
parecem indicar uma resposta inespecifica a agressdo pelo protocolo DMBDD".

Com relacado a colangiofibrose, machos e fémeas apresentaram incidéncias
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significantes maiores dessa lesdo nos grupos tratados com 0,075% FB ou 2’-
AAF. Ainda nas fémeas, todas as concentracdes de FB apresentaram aumento
significante da incidéncia desta lesdo e no grupo exposto ao 2’-AAF. A alta
incidéncia de colangiofibrose nos animais submetidos ao protocolo DMBDD®,
sugere que essa lesdo, ndo muito usual, foi induzida pelos agentes promotores
utilizados. Ha sugestbes de que esta lesdo evolui para colangiocarcinomas
(Maronpot, et al., 1991), os quais também apareceram em nosso estudo.
Dentre as alteracdes nao neoplasicas aparentemente degenerativas, em
ambos os sexos predominaram a esteatose focal ou difusa e a degeneracao
cistica. A esteatose ocorreu em incidéncia relevante (24% a 36%) nos animais
controles negativo de ambos os sexos; o tratamento com os iniciadores e ou
com FB ou 2’-AAF induziu aumento variavel das incidéncias dessas alteracoes
nos diferentes grupos, mas foi significante apenas nos machos expostos a
concentragbes acima de 0,075% de FB. A degeneracdo cistica nao foi
observada nos animais controle negativo em ambos os sexos; nos animais
iniciados houve aumento significante das incidéncias dessas lesdes em ambos
os sexos. O tratamento com o FB induziu aumento significante das incidéncias
dessa alteracdo nos machos e nas fémeas tratados com FB 0,075%. Os
animais promovidos com 2’-AAF nao apresentaram degeneracdo cistica ao
final do experimento. A incidéncia de degeneracao lipidica (esteatose) indica
que o protocolo DMBDD® promove severa injuria na maquinaria celular do
hepatécito, principalmente devido a hepatoxicidade das drogas utilizadas. O
aparecimento de degeneracao cistica apenas nos animais tratados demonstra
que o protocolo DMBDDP promoveu lesdo das células perisinusoidais,

possivelmente associadas com o acumulo excessivo de proteoglicanas e/ou
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proteinas (Bannasch and Zerban, 1997), particularmente pelo FB, mas néo
pelo 2’-AAF.

O processo inflamatdrio foi caracterizado por infiltracdo de células
mononucleares na regido periportal; esta alteragdo ocorreu em incidéncias
elevadas em todos o0s grupos, incluindo os controles negativo (machos, 40%;
fémeas, 38%); os tratamentos com iniciadores e ou promotores levou a
aumento variavel, mas nao significante, das incidéncias deste processo, com
exceg¢ao nos machos iniciados. No geral, as incidéncias variaveis de infiltrado
inflamatério parecem nao ter relacdo com os tratamentos.

As outras lesGes nao neoplésicas ocorreram em incidéncias variadas e

nao expressivas.

3.7 Figado - Focos de hepatdcitos alterados GST-P*

Focos de hepatécitos alterados GST-P*, raros e pequenos, menores que
0,15 mm de diametro, foram observados nos grupos nao iniciados (dados nao
mostrados), ao contrario dos iniciados, que apresentaram cerca de 5-6
focos/cm?, que comprometeram ao redor de 0,3 mm?/cm? do figado em ambos
os sexos. Os tratamentos com os promotores FB ou 2’-AAF induziram
aumentos significantes do numero de focos GST-P" em ambos os sexos,
respectivamente, 8 e 11 focos/cm? em machos e 10 e 11 focos/cm? em fémeas
(Tabela 9). O FB provocou aumento da area agregada de focos em ambos os
sexos, particularmente nas fémeas e nas doses iguais € maiores que 0,075%.
Nos grupos de ambos os sexos tratados com 2’-AAF este parametro ndo diferiu
significantemente dos respectivos controles iniciados. As representagdes

graficas do numero e area agregada de focos estao nos Anexos 1 a 4.

39



Resultadas

3.8 Figado — Expressao imunohistoquimica de CYPs 2B1/2B2 e 1A2

A expressado basal de CYP 2B1/2B2 mostrou-se evidente nos animais
nao tratados, com marcagao principalmente centrolobular leve a moderada nos
dois sexos (Tabela 10, Figura 3 A-D). Nos animais iniciados, a expressao
dessa enzima foi de intensidade leve, com extensdo para as outras zonas
hepaticas, ou seja, envolveu as regides centrolobular, médiozonal e periportal,
em ambos o0s sexos. O tratamento com FB induziu uma marcagéo nitidamente
centrolobular, de alta intensidade e significante em machos e fémeas. Nesse
grupo, além de centrolobular, a indugdo enzimatica alcangou as outras zonas
hepaticas, com intensidades moderadas a altas na regiao médiozonal em duas
fémeas e difusamente alta em outra fémea e um macho. Os animais expostos
ao 2-AAF também apresentaram indugdo enzimatica significante nos dois
sexos, com intensidades aumentadas da proteina marcada em todas as zonas
hepaticas.

A imunoprecipitacdo da CYP 1A2 (Tabela 11, Figura 3 E-H) no grupo
controle negativo ocorreu de maneira leve a moderada e também se restringiu
a regido centrolobular. Nos animais apenas iniciados a mesma regiao
continuou levemente marcada, porém com mais animais com as outras zonas
também coradas (30% machos e 40% fémeas). Nos animais expostos ao FB, a
marcacao dessa isoforma de CYP nao diferiu significantemente do respectivo
grupo de iniciados, apresentando basicamente a mesma intensidade em iguais
regides induzidas nos dois sexos pela iniciacdo do protocolo DMBDD®. No
tratamento com 2’-AAF, machos e fémeas mostraram aumento significante da

intensidade de marcacéao e extensao difusa da expressao da proteina.
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3.9 Rins - Leso6es preneoplasicas e neoplasicas

As lesdes histoldgicas preneoplasicas e neoplasicas nos rins de machos
e fémeas estao apresentadas nas Tabelas 12 e 13, respectivamente. Um foco
de hiperplasia tubular atipica foi encontrado em um dos machos do grupo
controle negativo (2%). As fémeas desse mesmo grupo nao apresentaram
quaisquer lesdes preneoplasicas ou neoplasicas.

A hiperplasia tubular atipica ocorreu nos grupos macho e fémea
iniciados, embora em incidéncia significante apenas nas fémeas. Nos grupos
tratados com FB, houve aumento na incidéncia de hiperplasia tubular atipica
nos dois sexos, em especial nos machos, que a apresentaram em incidéncia
significantemente aumentada. Os animais tratados com 2’-AAF dos dois sexos
apresentaram apenas uma ocorréncia de hiperplasia tubular atipica em um dos
rins (machos 8%; fémeas 7%). Estas observacdes indicam que o protocolo
DMBDDP® é eficaz em induzir preneoplasias renais, principalmente nos grupos
tratados com FB.

Em sua maioria, os adenomas ocorreram em machos e fémeas
iniciados, em incidéncias significantes de 14% e 16%, respectivamente. Nos
animais tratados com FB as incidéncias de adenomas nao diferiram de modo
significante dos animais iniciados, em ambos os sexos. No entanto, ndo houve
ocorréncia dessa lesdo nos grupos expostos ao 2’-AAF. Os carcinomas
tubulares ocorreram em baixas incidéncias nos grupos de iniciados macho e
fémea que nado diferiram do controle. Nos animais tratados com FB as
incidéncias de carcinomas também foram baixas e nédo diferiram de modo
significante dos animais iniciados, em ambos os sexos. Nos animais de ambos

0s sexos expostos ao 2-AAF nao ocorreram o0s carcinomas tubulares.
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Aparentemente, neoplasias renais tubulares benignas e malignas sédo induzidas
pela iniciacdo sem que o FB e o 2-AAF exercam efeitos sobre suas
incidéncias.

O tumor mesenquimal renal (TMR) (Figura 4) ocorreu em incidéncias
significantemente aumentadas tanto nos machos (20%) como nas fémeas
iniciadas (65%). Nos animais promovidos com FB e 2’-AAF as incidéncias nao
diferiram (machos, 21% e 17%, respectivamente) ou foram significantemente
menores que nos iniciados (fémeas 45 e 29%, respectivamente) Apenas as
fémeas expostas ao FB apresentaram diferenca significante de incidéncias em
relacdo aos iniciados. A observacao de tumores renais de origens histolégicas
distintas, provavelmente reflete a acdo das substancias utilizadas na fase de

iniciagao do protocolo DMBDDP® (Hard, Alden, Stula and Trump, 1995).

3.10 Rins - Les6es nao neoplasicas

As lesdes nao neoplasicas mais relevantes do ponto de vista de
incidéncia observadas neste estudo foram hiperplasia simples, cilindros
hialinos, tdbulos cisticos, pigmentacdo de células tubulares e infiltrado
inflamatério (Tabelas 14 e 15). O grupo controle negativo apresentou
hiperplasia tubular simples nos machos (24%) e fémeas (8%). As incidéncias
dessas lesdes aumentaram significantemente nas fémeas (37%) e nos machos
(46%) iniciados. As incidéncias nos animais expostos ao FB ou 2’-AAF néao
diferiram dos respectivos controles iniciados.

Cilindros hialinos ocorreram nos grupos machos (18%) e fémeas (24%)
nao tratados. Nos animais tratados, apenas os machos iniciados e os tratados

com 2’-AAF apresentaram aumento significante nas incidéncias dessa leséo.
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Tubulos cisticos ocorreram em apenas duas fémeas (4%) do grupo
controle negativo. Nos animais tratados com iniciadores e ou promotores, as
incidéncias ocorreram de modo variavel e ndo significante.

O infiltrado inflamatdrio apresentou-se como uma alteragdo moderada e
focal de células mononucleares, ocorrendo em machos e fémeas néo tratados,
em incidéncias de 8-11%. Nos animais iniciados e tratados com promotores de
ambos o0s sexos as incidéncias ndo diferiram significantemente dos controles
negativos.

Nos grupos controle néo tratados, a pigmentacdo de células tubulares
ocorreu principalmente nas fémeas (20%). Em relacdo a esse grupo, as
incidéncias nos grupos iniciados estiveram numericamente aumentadas, mas
nao significantes. Nos grupos tratados com FB ocorreu aumento significante de
pigmentagao tubular nas fémeas, mas ndo nos machos. Nos grupos expostos
ao 2’-AAF praticamente nao ocorreu pigmentacao de células tubulares.

Assim, o protocolo DMBDD® mostrou-se citotéxico também para as
células tubulares renais, levando ao aparecimento de multiplas lesdes no
mesmo animal (dados ndo mostrados). A indugdo quimica pode ainda ter
exacerbado o quadro de nefropatia crénica progressiva, uma condicao na qual
todas essas lesdes ndo neoplasicas aparecem em conjunto e em proporcoes

variaveis.

3.11 Intestinos
As Tabelas 16 e 17 mostram a incidéncia de lesées preneoplasicas e
neoplasicas nos intestinos de ratos Wistar machos e fémeas. Preneoplasias

(focos de criptas aberrantes) ou neoplasias benignas (adenomas) néao
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ocorreram nos grupos nao tratados, mas foram registrados em incidéncias
relativamente baixas, variaveis no intestino grosso e delgado de machos e
fémeas iniciados e ou tratados com FB ou 2’-AAF. No intestino delgado de
machos e fémeas tratados, adenocarcinomas ocorreram em incidéncias baixas
e nao significantes. As Unicas lesdes claramente associadas aos tratamentos
foram os adenocarcinomas no célon distal de machos iniciados e os iniciados e
tratados com 2’-AAF. O FB nao exerceu efeito sobre as incidéncias desses

tumores malignos em ambos 0s sexos.

3.12 Incidéncia e freqliéncia de preneoplasias e neoplasias

A incidéncia e freqliéncia de neoplasias nos trés 6rgaos reavaliados
estdo resumidas nas Tabelas 18 e 19. Os animais nao-iniciados machos e
fémeas apresentaram incidéncias baixas de preneoplasias (até 25% nos
machos) e ndo desenvolveram neoplasias neste estudo.

A iniciagdo provocou incidéncias significantemente aumentadas de
preneoplasias (83% nos machos e 85% nas fémeas) e de animais com
neoplasias benignas e malignas (25% em ambos os sexos). Nesses grupos,
em ambos 0s sexos predominaram 0s animais com neoplasias malignas. O
tratamento com os promotores FB ou 2’-AAF aumentou de modo expressivo as
incidéncias de preneoplasias em ambos 0s sexos, mas elas nao diferiram
significantemente dos respectivos grupos iniciados. Nos machos, o tratamento
com FB aumentou significantemente a incidéncia de animais com neoplasias e
o numero total de neoplasias, particularmente as malignas. Nas fémeas, o
tratamento com FB exerceu influéncia similar, mas predominaram neoplasias

benignas. O tratamento com 2’-AAF provocou aumento significante da
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incidéncia de neoplasias nos machos, de modo que todos os animais as
desenvolveram, particularmente benignas. Embora a quantidade total de
neoplasias neste grupo fosse menor que nos iniciados, a carga tumoral (n- de
tumores/animal com tumor) foi significantemente maior que nos iniciados ou
nos também promovidos com FB. Fenédmeno semelhante foi observado nas

fémeas tratadas com 2’-AAF.

45



Discussde

4. DISCUSSAO

4.1 Aspectos gerais

O tratamento de ratos Wistar de ambos os sexos com o protocolo
DMBDD® para iniciacdo em multiplos 6rgdos levou ao desenvolvimento
significante de neoplasias benignas e malignas de figado, rins e intestinos em
machos e fémeas, as quais nao foram observadas nos animais nao iniciados. A
segunda fase do ensaio DMBDD® consistiu da iniciagdo + promogdo da
carcinogénese pelo FB ou 2’-AAF. O FB é um barbitdrico nao-genotéxico,
indutor enzimatico, que quando fornecido em doses relativamente elevadas e
ou durante periodo prolongado, leva a proliferagdo hepatocelular e ao
desenvolvimento de neoplasias no figado de roedores (Grasso, et al,, 1991,
Parkinson, 2001). Ja o 2-AAF é uma arilamida genotdxica e cancerigena
completa, com amplo espectro de 6rgaos-alvo (Pitot and Dragan, 2001). No
presente estudo, as diferencas entre esses agentes promotores foram mais
quantitativas que qualitativas e ocorreram de modo variavel entre os sexos.
Nos grupos expostos ao 2'-AAF, esse agente induziu neoplasias em todos os
animais e aumento significante no numero de animais com neoplasias
benignas nos dois sexos. No quadro geral, o FB também induziu aumento
significante de preneoplasias e o numero total de machos com neoplasia, além
de aumentarem o total de lesbes neoplasicas em ambos os sexos. No
conjunto, os resultados indicam a atividade promotora de neoplasias do FB,
embora de modo menos evidente que a do 2’-AAF, que induziu carga tumoral
significante em machos. Assim, tanto a iniciacdo como a promocao da

carcinogénese foi claramente estabelecida com o protocolo DMBDDP nos trés
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orgaos estudados e ficou mais bem caracterizado sob o aspecto de
desenvolvimento de tumores que de preneoplasias.

Embora os animais machos e fémeas do grupo tratado com 2’-AAF
tenham iniciado o estudo com peso corpdreo médio inferior aos respectivos
grupos controle positivo de iniciacao, eles nao mais diferiram do peso daqueles
grupos quando atingiram as 32 e 42 semanas do experimento. No entanto,
quando foi iniciada a exposicdao ao 2-AAF a partir da 52 semana, houve
reducdo na curva de ganho de peso em ambos 0Ss sexos, provavelmente
associada a toxicidade deste agente (Williams, et al., 2004). Embora as fémeas
tenham recuperado seu crescimento, os machos apresentaram nova perda até
a 302 semana, de modo que no final do experimento essas variagcdes do peso
foram traduzidas por pesos médios significantemente menores nos machos.
Isto possivelmente devido a caquexia instalada pelas neoplasias decorrentes
do tratamento com 2’-AAF. Esses animais foram os que apresentaram a maior
carga tumoral neste estudo, principalmente decorrente de neoplasias malignas.
A caquexia neoplasica € um processo que ocorre antes que a neoplasia se
manifeste clinicamente e seus mecanismos sdo pouco conhecidos. As perdas
de peso seguidas de anorexia e comprometimento fisico ocorrem em
detrimento de menor ingestdo de alimento acompanhada de taxa metabdlica
elevada, levando ao consumo orgéanico. Evidéncias recentes indicam que a
caquexia resulta da acao de fatores soluveis, como as citocinas (TNF-a, IL-1 e
INF-y), produzidas pelo tumor ou hospedeiro, agindo como mediadoras da
sindrome de consungédo que acompanha o cancer (Stricker and Kumar, 2008).

Dependendo das substancias a que os animais estiveram expostos

durante a primeira (iniciacdo) e segunda (promocao) fases do estudo,
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ocorreram também variagdes no consumo médio de agua e de racdo. A partir
da administracdo de DHPN e DMH na 32 e 42 semanas, houve diminui¢do
significante do consumo de agua e de ragao pelos machos e fémeas. Isto ja
fora observado em estudos prévios de nosso grupo com ratos Wistar
submetidos ao protocolo DMBDDP ou tratados por 4 semanas somente com
0,2% DHPN; o consumo de agua em ambos os sexos desses grupos foi menor
significantemente que o controle negativo (MOREIRA et al., 2000). Assim, até a
4% semana, ha a possibilidade de que a diminuigdo de ingestao de agua e de
racao tenha sido decorrente do impacto sistémico causado pelo tratamento
com o DHPN na 4agua de beber. O tratamento com FB da 62 a 302 semana
também provocou o aumento significante do consumo de agua pelos machos e
de ragdo por machos e fémeas, em relagdo aos animais iniciados. Esse
fenbmeno ja foi verificado por nosso grupo em outros estudos e ocorre
provavelmente devido a acao do FB sobre os centros de apetite hipotalamicos
(Booth, 1992).

Peso corporeo, peso relativo de orgdo e incidéncia de tumores séo
variaveis importantes para andalise dos dados e interpretacdo dos resultados
em ensaios de toxicidade com duracado prolongada. No caso do figado, por
exemplo, o aumento homogéneo do tamanho e do peso relativo desse 6rgao
resulta inicialmente de hipertrofia e hiperplasia de hepatdcitos provocadas pela
exposicao a xenobidticos indutores enzimaticos ou indutores da proliferacao de
peroxissomos (Amacher, et al., 1998, Williams and latropoulos, 2002). Com o
prolongar do estudo podem associar-se outras lesbes e eventualmente
tumores, com crescimento heterogéneo do 6rgdo e aumento de seu peso

absoluto. Nossos resultados demonstraram tal associacdo no figado, 6rgao
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com grande numero de lesées e aumento do peso relativo nos grupos tratados
com FB ou 2’-AAF em ambos 0s sexos.

Dentre as varias lesées hepaticas ndao neoplasicas observadas nos
animais controle negativo de ambos os sexos os focos de hepatdcitos alterados
mais encontrados foram os eosinofilicos, os quais, juntamente com focos
tigréides basofilicos e de células claras, sdo as lesdes espontaneas ou
induzidas mais freqlentes em TLD, respectivamente (Goodman, Maronpot,
Newberne, Popp and Squire, 1994). A ocorréncia de focos de hepatocitos
alterados “espontaneos” em roedores nao tratados pode estar associada ao
envelhecimento dos ratos e ou a predisposicao genética a esse potencial
estagio inicial visivel da carcinogénese (Bannasch and Zerban, 1990,
Bannasch, et al., 1997, Goodman, Maronpot, Newberne, Popp and Squire,

1994).

4.2 Efeitos da iniciacao nos orgaos estudados

O aumento quantitativo de focos de hepatdcitos alterados nos grupos
iniciados macho e fémea mostra que o protocolo DMBDDP® foi capaz de induzir
de modo significante essas lesdes preneoplasicas, as quais tornam o figado
suscetivel a acao de agentes promotores na segunda fase do ensaio.

Dentre os agentes iniciadores utilizados no protocolo DMBDD, a DEN e
a DMH sao metabolizadas no figado, produzindo compostos intermediarios
hepatotéxicos; as nitrosaminas BBN e DHPN podem se associar a essas
substancias e agravar a agressao quimica ao sistema enzimatico detoxificador
de xenobibticos (complexo do citocromo P450) (Parkinson, 2001). Assim, no

grupo de animais apenas iniciados machos e fémeas, documentamos agressao
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aos hepatdcitos pelo aparecimento de necrose, hipertrofia centrolobular e
difusa, cariomegalia, esteatose e degeneracdo cistica, com incidéncias
aumentadas, mas nem sempre de modo significante em relagdo ao respectivo
controle. Os agentes iniciadores também foram téxicos para as células dos
ductos biliares, o que foi caracterizado pela hiperplasia de ductos biliares e de
células ovais, cistos biliares e colestase biliar. Ocorreram altas incidéncias de
focos preneoplasicos em machos e fémeas, principalmente de focos
eosinofilicos. Esses focos expressam a forma placentaria (P) da enzima GST,
uma excelente marcadora de lesdes hepatociticas preneoplasicas (Bannasch,
1986, Satoh, et al., 1985). A analise quantitativa de focos que expressam a
GST-P (demonstrada imunohistoquimicamente), indica aumento significante da
incidéncia, freqliéncia e tamanho desses focos, 0 que pode explicar o aumento
das incidéncias significantes de adenomas hepaticos em machos e fémeas
desse grupo. Além disso, ocorreram colangiomas nos dois sexos, e
desenvolvimento de um colangiocarcinoma em machos, provavelmente
associado a proliferacdo de ductos biliares (Bannasch and Zerban, 1997,
Goodman, Maronpot, Newberne, Popp and Squire, 1994).

Com relacéo aos rins, o aumento do peso destes érgaos em todos os
grupos iniciados e ou promovidos, machos e fémeas, embora nem sempre
significante, pode ser decorrente de aumento da proliferacdo celular e de
lesbes induzidas nesse 6rgao. Outros estudos de nosso laboratério mostraram
que o protocolo DMBDD® de fato induz o desenvolvimento de adenomas no rim
e de tumores mesenquimais renais (Moreira, et al., 2000). Na presente
reavaliagdo, dentre os animais ndo tratados machos e fémeas, somente um

deles desenvolveu hiperplasia tubular atipica, uma lesdo considerada
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preneoplasica (Hard, Alden, Stula and Trump, 1995, Hard, Seely, Betz and
Hayashi, 2007, Mohr, 1992). Nesses animais controle foram também
encontradas hiperplasias tubulares simples, cilindros hialinos, tubulos cisticos,
dilatacao tubular, hemossiderose, pigmentacao de células tubulares e infiltrado
inflamatério. Esses achados ndo devem ser interpretados como lesdes
isoladas, mas como parte do quadro de nefropatia crénica progressiva (NCP),
uma condicao caracteristica do processo de envelhecimento de ratos que se
inicia no estado juvenil e pode levar a morte de ratos velhos (Anver and Cohen,
1979). Nessa doenca, as primeiras mudancgas histolégicas sdo o aparecimento
de pequenos e raros focos de tubulos basofilicos no cértex, além de cilindros
hialinos eosinofilicos no segmento medular do mesmo tdbulo (Hard, et al.,
1999). Com o0 avancar da doenca, mais tubulos sdao afetados e exibem
mudancas degenerativas e regenerativas, incluindo a hiperplasia simples; ao
mesmo tempo, aparecem tubulos dilatados e cisticos. Alteracdes intersticiais
incluem acumulo moderado e focal de células inflamat6rias mononucleares e
fiborose em grau variavel. As les@es tubulares e intersticiais em ratos Wistar
parecem ser secundarias, causadas pelo excesso de proteina extravasada do
glomérulo acometido (Hirokawa, 1975). Em estagios mais avancados, o cértex
apresenta-se atréfico, com tubulos cisticos proeminentes, podendo haver
mineralizacdo da membrana basal tubular. Devido a este quadro, a NCP
também tem sido descrita como uma doenca atroéfica com hipertrofia e
hiperplasia compensatorias.

Ratos com 2-3 meses de idade podem apresentar as lesées da NCP, as
quais progridem continuamente (Seely and Hard, 2008). O encontro de lesdes

renais ndao neoplasicas como hiperplasia tubular simples, cilindros hialinos,

51



Discussde

tubulos cisticos, dilatagdo tubular e infiltrado inflamatério, sugerem que os
animais ndo tratados do nosso estudo sofreram de NCP, desenvolvida em sua
fase juvenil (até cerca de 37 semanas). No entanto, esses animais n&o
desenvolveram quaisquer neoplasias no intervalo de tempo estudado e apenas
um deles apresentou hiperplasia tubular atipica, indicando que podem ser
utilizados como controles da iniciacdo dos grupos tratados com os agentes
iniciadores. As lesdes renais encontradas nos animais desse grupo podem ser
correlatas aos achados de neoplasias espontaneas em ratos Wistar controle
em estudos de longa duracao, nos quais varios tipos de tumores ocorrem em
incidéncias de 2 a 6,9% em ambos 0s sexos dessa linhagem, e em varios
orgaos (Giknis and Clifford, 2003, Poteracki and Walsh, 1998).

As lesbes renais ndo neoplasicas observadas nos animais iniciados
indicam que a gravidade da nefropatia cronica progressiva (NCP) foi
exacerbada pela exposicao quimica, principalmente indicada pelo aumento da
incidéncia de hiperplasia tubular simples em machos e em fémeas. De fato,
progressdao da NCP induzida quimicamente ja foi relatada em outros estudos
(Hard, 2002, Hard, Seely, Betz and Hayashi, 2007, Hard, et al., 1997).

As lesdes renais preneoplasicas e neoplasicas foram representadas
neste estudo pela hiperplasia atipica, adenomas e carcinomas. Esses achados
sdo condizentes com a associacdo que alguns pesquisadores observaram
entre NCP, hiperplasia atipica e tumores tubulares renais em ensaios longos de
carcinogénese (Hard, 2002, Hard, Seely, Betz and Hayashi, 2007, Hard,
Whysner, English, Zang and Williams, 1997).

Os fatores que determinam essa associagao ainda sao desconhecidos,

mas parecem ser multifatoriais e complexos (Seely and Hard, 2008). Para
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explicar a associacdo NCP-carcinogénese renal foram propostos mecanismos
indiretos que facilitam a expanséo clonal de células iniciadas, o que aumenta a
taxa de erros espontaneos da replicagdo do DNA e ou diminui o tempo de
fixacdo dos eventos mutagénicos (Hard, Whysner, English, Zang and Williams,
1997). Algumas substancias ndao-genotoxicas, como o FB no presente estudo,
podem exacerbar a NCP e resultar em tumores. No entanto, varias dessas
substancias nao-genotéxicas também demonstram nefrotoxicidade e, portanto,
podem influenciar a tumorigénese por outros mecanismos (Khan and Alden,
2002, Seely and Hard, 2008). Assim, um ensaio com ocratoxina A (um
cancerigeno renal nao-genotbxico), revelou que lesdes preneoplasicas
caracteristicamente observadas em bioensaios que usam cancerigenos
genotéxicos também estavam presentes nos animais tratados com o
cancerigeno nao-genotbxico, e que quanto maior o tamanho e o avango do
estagio da lesao preneoplasica, maior a probabilidade de formagdo de tumor
(Dietrich and Swenberg, 1991).

Outro tipo de tumor renal encontrado nos animais da presente
reavaliacdo foi o tumor mesenquimal renal (TMR). Esta neoplasia pode ser
espontdnea (infreqlente) ou induzida quimicamente, em particular por
nitrocompostos (Hard, 1990). Origina-se do estroma renal, aparentemente nao
relacionada a NCP e é constituida por células fusiformes, com nucleos
alongados e volumosos, mas pode apresentar uma composicao heterogénea
de células estreladas, fibras musculares lisas, vasos, cartilagem e ostedide.
Esta neoplasia tem carater infiltrativo, envolvendo e atrofiando as estruturas
epiteliais pré-existentes (Hard, Alden, Stula and Trump, 1995). Geralmente

ocorre em ratos jovens de ambos os sexos, tem crescimento rapido e
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provavelmente se origina de células mesenquimais multipotentes do intersticio
cortical (Mohr, 1992). As observagdes disponiveis sugerem que o FB e o0 2’-
AAF néao foram decisivos para o aparecimento do TMR, que deve ser atribuido
apenas aos agentes iniciadores.

No rato, o processo de carcinogénese no célon envolve uma série de
alteracdes que vao desde lesdes discretas na mucosa, como os focos de
criptas aberrantes (FCA), até tumores malignos completamente instalados
(Bird, 1995, Takayama, Katsuki, Takahashi, Ohi, Nojiri, Sakamaki, Kato,
Kogawa, Miyake and Niitsu, 1998). FCA sao lesdes focais compostas por uma
ou varias criptas aumentadas e aumento da densidade celular, o que leva a
espessamento da mucosa. Essas lesbes sdo consideradas precursoras de
neoplasia no célon do rato e indicadoras do potencial cancerigeno de agentes
quimicos (Bird, 1995, Fenoglio-Preiser and Noffsinger, 1999). LesGes
semelhantes associadas ao cancer de célon no homem sao raras, € nao se
conhece o papel das FCA na histogénese da neoplasia em nossa espécie
(Dolara, et al., 1997). FCA foram encontrados de modo ndo significante nos
grupos iniciados de ambos 0s sexos, particularmente nas por¢gbes meédia e
distal do célon, onde ocorreram em maiores incidéncias. Estas lesbes podem
estar associadas ao aparecimento dos carcinomas completamente instalados
nos mesmos animais, principalmente no célon médio e distal, areas igualmente
mais afetadas em outro estudo com ratos Wistar realizado em nosso
laboratério (Rodrigues, et al., 2002). Adenocarcinomas no intestino delgado e
grosso também s&o induzidos pelo protocolo DMBDD em ratos Fischer 344

(Hasegawa, Tanaka, Tamano, Shirai, Nagao, Sugimura and Ito, 1994).
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As incidéncias aumentadas de tumores intestinais nos animais iniciados
pelo protocolo DMBDDP também provavelmente resultaram da exposicdo
quimica. De fato, neoplasias intestinais benignas ou malignas ndo ocorreram
nos animais nao tratados, os quais na literatura apresentam baixas taxas de
neoplasias intestinais espontaneas (<0,5%) (McMartin, et al., 1992, Zwicker, et
al., 1992). Assim, evidenciando a inducao quimica, apenas os machos iniciados
apresentaram incidéncia significante de adenocarcinoma no célon distal.

No conjunto, as lesdes observadas no figado, rins e intestinos dos
animais submetidos ao protocolo DMBDDP, sugerem que as lesdes provocadas
pela iniciacdo da carcinogénese no grupo apenas de iniciados progrediram
para neoplasias completas, com alta incidéncia de neoplasias benignas e
malignas em ambos 0s sexos. Isso indica que o processo de iniciacao foi tao
efetivo nas primeiras 4 semanas que, apesar das 26 semanas seguintes de
possivel recuperacdo e regeneracdo dos tecidos, os animais apresentaram
varias lesbes resultantes do acumulo de erros genéticos promovidos pelos
agentes iniciadores. Ou seja, a citotoxicidade e genotoxicidade levaram a
proliferacdo compensatoéria, mutacdes e redugao do reparo como, por exemplo,
ocorre em células hepaticas em cultura (Williams, latropoulos and Jeffrey,

2004).
4.3 Efeitos da promocao com FB

Com relacdo aos animais expostos ao FB, as duas maiores

concentracdes promoveram aumentos significantes da incidéncia de hipertrofia
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centrolubular e hiperplasia de células ovais no figado de animais machos e
fémeas. Esse aumento foi dose-dependente nos machos e varidvel nas
fémeas, enquanto as outras lesées apresentaram incidéncias variaveis entre os
grupos expostos ao FB. A hipertrofia celular € uma resposta adaptativa bem
conhecida da exposicdo ao FB e dependente do estimulo da atividade
enzimatica microssomal (Booth, 1992, Conney, et al., 1960, Fukushima,
Morimura, Wanibuchi, Kinoshita and Salim, 2005). Os animais desse grupo
apresentaram ainda alta incidéncia de lesdes preneoplasicas nos dois sexos,
mas nao significantes quando no total de animais com algum tipo de foco de
hepatécito alterado. No entanto, as lesGes preneoplasicas nesse grupo
evoluiram para adenomas e carcinoma hepatocelular, além da presenca de
colangiomas e colangiocarcinomas, principalmente a partir de 0,075% de FB. O
aumento de incidéncias de lesdes hepaticas, por exemplo, nos grupos tratados
com FB 0,075% e nao nas outras concentragdes demonstram uma resposta
nao-linear a esse tratamento.

Desde que muitas substancias quimicas requerem ativacdo metabdlica
para serem convertidas em seus metabdlitos intermediarios, aspectos
metabdlicos e toxicocinéticos sdo importantes no estabelecimento da relacéao
dose-resposta. Assim, a saturacdo dos processos de absorcdo, ativacao,
inativacao, eliminacao e até reparo de DNA, podem produzir efeito nao-linear
numa relacdo dose-resposta (Hoel, et al, 1983). Muitos promotores de
carcinogénese hepatica atuam pelo aumento da proliferacado de hepatécitos
apdés longo tempo de exposigao. Aparentemente, uma das alteragées que
ocorrem na promocgao pelo FB se da pela inibicao das juncdes intercelulares

(gap junctions). A inibicdo dessas estruturas permite que células
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preneopldsicas escapem a citoinibicdo e respondam a acdo promotora e
tumorigéncia do FB (Andersen, et al., 2002, Williams and latropoulos, 2002). O
FB e varios outros promotores também tém modo de acdo mediado por
receptores, servindo como modulador transcricional na alteragéo da expressao
de genes hepaticos (Andersen, Yang, French, Chubb and Dennison, 2002). Na
presente revisdo, o comportamento nao-linear da promog¢ao de tumores pelo
FB pode estar relacionado a cinética desse agente e ser resultado de
saturacao por detoxificacdo ou mecanismos de reparo de DNA. No conjunto, as
lesbes no figado demonstram que o FB teve efeito hepatopromotor nos machos
e fémeas, particularmente nas duas maiores concentracoes desse agente
quimico, apesar de relativa resisténcia da linhagem utilizada. Essas
observacdes indicam que o fornecimento de FB pela ragdo no protocolo
DMBDD® deve ser de no minimo 0,075%.

Diferencas na expressdo dos receptores modulados pelo FB podem
explicar as variagées na resposta enzimatica de hepatdcitos médiozonais e
periportais ao estimulo por FB entre ratos injetados com dose Unica e doses
repetidas do barbiturico (Watanabe et al.,, 2000). No figado de ratos normais,
hepatécitos centrolobulares podem ja expressar grandes quantidades desses
receptores, mas poucos ou nenhum receptor na regido médiozonal ou
periportal (Buhler, et al, 1992). Nossos resultados também mostram
regionalizacdo da expressao das isoformas CYP estudadas; nossos animais
controle negativo analisados para a expressao de CYP 2B1/2B2 e 1A2,
apresentaram marcacao centrolobular. Quando ratos recebem injecdes
repetidas de FB, seus receptores podem se tornar expressos também nos

hepatécitos médiozonais e periportais e isso pode resultar em inducao de
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isoformas de CYP em hepatocitos de todas as trés zonas apos repetidas doses
de FB (Watanabe, et al., 2000). Isso também ocorreu com nosso grupo iniciado
e tratado com FB dos dois sexos. Outro estudo indica que uma isoenzima P450
em particular €& geralmente induzida na mesma célula onde esta
constitutivamente expressa, e que esta seletividade regional independe do tipo
de indutor (Buhler, Lindros, Nordling, Johansson and Ingelman-Sundberg,
1992). Assim, apesar do processo de iniciagdo dos animais submetido ao
DMBDDP j4 ter levado a expressdo levemente aumentada das isoformas de
CYP em hepatocitos midzonais ou de todo o acino em geral, o tratamento com
FB levou a aumento significante no nimero de animais marcados para a
mesma regido, mas agora de modo mais intenso e particularmente para a CYP
2B1/2B2. O mesmo nao ocorreu para a CYP 1A2, que apresentou apenas
alteracbes quantitativas nas regides ja induzidas pela iniciacdo. Esse fen6meno
de indugdo hepdtica regionalizada provavelmente pb6de ser melhor
demonstrado pela CYP 2B1/2B2 devido a esta ser uma enzima de distribuicao
conhecida e predominantemente centrolobular (Watanabe, Mondo, Takamori,
Takeda and Kanamura, 2000), mas nao pela enzima 1A2 que nesse estudo
ndao demonstrou uma distribuicdo caracteristica, apresentando-se de forma
heterogénea/difusa. Aparentemente, a CYP 1A2 apresenta outro tipo de
controle de expressao regido-especifica, que pode ser resultado da distribuicao
de receptores Ah (arilhidrocarbono) no acino hepatico (Buhler, Lindros,
Nordling, Johansson and Ingelman-Sundberg, 1992). Em concluséo, a inducao
enzimatica pelo FB ocorreu apenas para a CYP 2B1/2B2 nos machos e fémeas

submetidos ao DMBDDP.
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Nos rins dos animais do grupo iniciados e promovidos com FB, a NCP
parece ter acelerado a incidéncia de lesGes, mas nem sempre de modo
significante, tanto as proliferativas quanto n&o proliferativas em ambos os
sexos tratados com FB. Destaque deve ser dado ao aumento de incidéncia de
hiperplasia atipica nos machos e pigmentacdo da célula tubular nas fémeas.
Os pigmentos normalmente encontrados em células tubulares renais de ratos
velhos sdo hemossiderina, lipofuscina e bilirrubina, e seu aparecimento pode
ser exacerbado por disfuncado hepatica, hemdlise e doencas hematolégicas. A
identificacdo de cada tipo de pigmento € importante para interpretacao
patogenética de desequilibrio homeostatico sistémico e ou renal e exige
coloracdao especial (Hard, Alden, Bruner, Frith, Lewis, Owen, Krieg and
Durchfeld-Meyer, 1999).

No intestino dos animais expostos ao FB, os machos e fémeas desse
grupo apresentaram lesdes cujas incidéncias nao diferiram estatisticamente
dos respectivos controle, ou seja, apresentaram quase a mesma incidéncia das
lesbes encontradas nos animais apenas iniciados. Isso pode ser devido a fraca
acdo do FB sobre esse 6rgdo. E provavel que o mesmo tenha ocorrido nos
animais tratados com 2’-AAF, principalmente nas fémeas, que apresentaram
poucas lesdes proliferativas no intestino. No geral, o FB e 0 2-AAF néao tiveram

efeitos consistentes no intestino.

4.4 Efeitos da promocao com 2’-AAF
O agente genotoxico 2-AAF € um potente hepatocarcinégeno; no ensaio
DMBDD com ratos Fischer 344 este agente instala lesbées proliferativas

também na tiredide, estdmago anterior e na bexiga urinaria (Hagiwara, Tanaka,
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Imaida, Tamano, Fukushima and Ito, 1993), 6rgdos que nao foram estudados
nesta oportunidade. No presente estudo, verificamos lesGes preneoplasicas e
neoplasicas hepaticas em quase todos os animais iniciados e expostos ao 2’-
AAF. Além disso, este agente aumentou o niumero de focos GST-P* no figado
de machos e fémeas, mas nao o tamanho desses, especialmente nas fémeas.
A inducéo enzimatica das CYP 2B1/2B2 e 1A2 também ocorreu nos machos e
fémeas desse grupo, evidenciada, principalmente, pela incidéncia significante
de marcacao difusa moderada a alta. O 2-AAF também se mostrou melhor
indutor de CYP 1A2 que o FB em ambos os sexos, atividade ja relatada
anteriormente, pela ativacdo do receptor nuclear Ah (Burt and Thorgeirsson,
1988, Sparfel, Payen, Gilot, Sidaway, Morel, Guillouzo and Fardel, 2003,
Tateishi, Nakura, Asoh, Watanabe, Tanaka, Kumai and Kobayashi, 1999).
Também, foi evidente a alta incidéncia de lesdes hepaticas ndo neoplasicas,
com destaque para a hipertrofia hepatocitica difusa, ndo tao incidente nos
outros grupos estudados. Portanto, no geral, o 2-AAF administrado apés
iniciacdo provocou o desenvolvimento de toda a sequéncia da carcinogénese
hepatica, desde focos de hepatocitos alterados até o aparecimento de
neoplasias benignas significantes nos dois sexos e malignas nos machos.

Nos rins dos animais tratados com 2-AAF, as lesdes nao neoplasicas
encontradas podem ainda pertencer ao espectro da NCP em ambos os sexos.
Nao observamos adenomas e carcinomas tubulares renais nesse grupo, mas

somente TMR, atribuiveis ao esquema de iniciagdo pelo DMBDD.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

Em estudos sobre susceptibilidade de diferentes linhagens de ratos ao
2-AAF e ao FB na etapa da promocdo da carcinogénese hepatica, foi
observado que a linhagem Wistar parece resistente a iniciacdo pelo 2’-AAF
(quando nao precedido por agente iniciador), mas responde fortemente a sua
influéncia promotora (ap0ds iniciagdo com DEN). Em relagdo aos ratos Fischer
344, os ratos Wistar foram menos suscetiveis a promogéo por FB ou 2’-AAF
(Asamoto, et al., 1989, Asamoto, et al., 1989). Os diferentes potenciais de
promogao do FB e do 2'-AAF na presente revisdo estdo de acordo com as
observacbes em roedores sobre as diferencas entre cancerigenos néo-
genotodxicos, como o FB, que tém acdo organo-especifica e menor poténcia
cancerigena, e agentes genotoéxicos, como o 2’-AAF, cuja atividade promotora
€ mais forte e de maior espectro (Cohen and Ellwein, 1992, Ito, et al., 1992). De
fato, todos os animais de ambos os sexos expostos ao 2’-AAF desenvolveram
preneoplasias e neoplasias, resultando em carga tumoral significantemente
maior que nos outros grupos. No conjunto, os resultados demonstram que o0 2'-
AAF atuou como promotor mais potente da carcinogénese nos ratos Wistar
machos e fémeas e, desta maneira, € um agente que pode ser utilizado como
controle positivo no ensaio DMBDDP.

Nesse estudo, ratos Wistar submetidos ao protocolo DMBDDP
desenvolveram lesdes preneoplasicas e neoplasicas no figado, intestino e rins
de maneira variavel entre os sexos, mas particularmente nos machos expostos
ao 2’-AAF. Contudo, no conjunto os resultados sao inconsistentes e muito

variaveis quanto ao comportamento do rato Wistar a uma substancia teste sob
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influéncia do protocolo DMBDDP. Ou seja, como discutido por Rocha (1998), a
variabilidade genética caracteristica da linhagem Wistar parece ser fator
limitante no desenvolvimento de lesdes preneoplasicas e neoplasicas induzidas
pelo protocolo DMBDDP (Rocha, 1998), dificultando o estabelecimento de um
padrdo de incidéncias de lesGes decorrentes apenas do protocolo estudado.
Uma alternativa, também seguida pelo NTP frente ao debate sobre o melhor
modelo, é continuar o uso de linhagens isogénicas de rato para maximizar a
reprodutibilidade da resposta tumorigénica e facilitar o monitoramento genético
e interpretacdo de subseqientes mecanismos de estudo (King-Herbert and
Thayer, 2006).

No Brasil, essa experiéncia com o protocolo DMBDD® para detectar o
potencial cancerigeno de pesticidas foi utilizada particularmente como
ferramenta para qualificar recursos humanos e difundir conhecimento sobre a
avaliacao da carcinogenicidade quimica (de Camargo, 2007). Em resumo, esta
revisdo de lesdes histolégicas no figado, rins e intestinos de ratos Wistar
submetidos ao protocolo DMBDDP permite as seguintes conclusdes:

e A iniciagdo da carcinogénese em multiplos 6rgaos foi estabelecida

com o protocolo DMBDDP.

e Figado, intestino e rins de ratos Wistar submetidos ao protocolo

DMBDDP desenvolveram lesdes preneoplasicas e neoplasicas.

e Os resultados indicam atividade promotora do FB, embora de modo

menos evidente que a do 2’-AAF, particularmente nos machos.

e Assim, o presente estudo permitiu a construgcdo de um banco de

informacdes das lesbes que caracteristicamente s&o encontradas
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nestes trés Orgdos dos animais Wistar submetidos ao protocolo

DMBDD".

e A interpretagdo dos resultados de ensaios DMBDDP com a linhagem
de ratos Wistar deve ser realizada de maneira cautelosa, levando em
consideracao o fato dela ser ndo-isogénica e predisposta a grande

variabilidade de respostas morfolégicas a exposicdes quimicas.
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TJabelas

Tabela 1. Peso corpéreo médio inicial e final e ganho de peso dos animais dos diferentes

grupos ao final dos experimentos.

Peso corporeo (g)?

Grupos Nu:;fr::‘;‘i’sde Inicial Final Ganho®

Machos

Controle negativo 48 187,40+36,43 421,77+44,46 234,37+39,62

Iniciados 72 181,08+37,74 394,37+50,92* 213,67+54,07

Iniciados + FB® 72 183,18438,72 405,03+47,28 222,71450,73

Iniciados + 2’-AAF 12 140,75#11,99'*  331,2561,62* 190,50+63,36
Fémeas

Controle negativo 50 150,68+18,32 271,74%30,09 121,06+37,82

Iniciados 70 144,46+19,78 255,36+23,39* 110,33+32,76

Iniciados + FB® 71 149,06+22,54 259,04+21,32 109,99+28,67"

Iniciados + 2’-AAF 14 130,50+8,64 ' 255,36+22,92 124,86+21,05

' Andlise estatistica de dados ndo paramétricos; > Valores apresentados na forma de média +
DP; Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDDb; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2-
acetoaminofluoreno; *Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%
de FB; * Andlise estatistica do ganho de peso obtido por: peso corpéreo final — peso corpdreo
inicial; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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Tabela 2. Consumo médio de agua (ml/dia/animal) de ratos Wistar machos e fémeas

submetidos ao protocolo DMBDD".

TJabelas

Semanas®
Grupos N’ a‘:fﬁnﬁ;izde 1e2 3e4d 6a30
Machos
Controle negativo 48 36,51+5,65 38,43+8,37 41,2846,33
Iniciados 72 33,35+4,98 29,0615,96* 36,37+4,42'
Iniciados + FB® 72 35,07+5,02 29,54+6,67 39,63+3,83*
Iniciados + 2’-AAF 12 36,85+3,18 32,8+1,84 33,9315,05
Fémeas
Controle negativo 50 31,67+6,31 31,49+4,68 32,15+5,35
Iniciados 70 31,317,22 25,8716,44* 29,54+4.35
Iniciados + FB® 71 29,87+6,92 25,87+7,03 30,78+4,09
Iniciados + 2’-AAF 14 34,75+2.76 36,3%+1,70 30,09+3,19

" Anélise estatistica de dados nao paramétricos;” Valores apresentados na forma de média *
DP; Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDDb; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2-
acetoaminofluoreno; ®Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%
de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 3. Consumo médio de ragédo (g/dia/animal) de ratos Wistar machos e fémeas

submetidos ao protocolo DMBDD".

Semanas®
N’ efetivo
Grupos de animais 1e2 3e4 6a30
Machos
Controle negativo 48 22,13+3,00 24,33+3,72 23,96+4,85
Iniciados 72 19,37+2,55 15,96+2,67* 22,82+3,53
Iniciados + FB® 72 20,6513,441 16,00+2,42 26,99+4,77*
Iniciados + 2’-AAF 12 19,6+0,57" 14,85+0,92 22,81+4,86
Fémeas
. 50 19,19+3,40 19,07+1,35 18,94+3,56
Controle negativo
L 70 15,37+3,27 11,6743,20* 18,64+3,95
Iniciados
. 3 71 15,943,64 12,27+2,77 20,85+4,77*
Iniciados + FB
14 16,45+0,07 12,25+0,64 18,4+4,55

Iniciados + 2’-AAF

" Andlise estatistica baseada em dados ndo paramétricos; ° Valores apresentados na forma de

média + DP; Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD"; Iniciados + FB: Animais

iniciados e tratados com fenobarbital; Iniciados + 2’-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-

acetoaminofluoreno; 3Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 4. Peso médio relativo® de 6rgdos de ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao

protocolo DMBDD".

N’ efetivo Peso corpoéreo Figado Rim direito’ Rim

Grupos de animais final esquerdo’
Machos

Controle negativo 48 421,77+44,46 3,15+0,58 0,29+0,03 0,29+0,03

Iniciados 72 394,37+50,92* 3,05+0,47 0,30+0,03 0,35+0,34

Iniciados + FB® 71 405,03+47,28 3,58+0,50" 0,32+0,07* 0,31+0,03*

Iniciados + 2’-AAF 12 331,25+61,62* 4,60+0,69* 0,32+0,04* 0,31%0,04
Fémeas

Controle negativo 50 271,74+30,09 3,27+0,58 0,31+0,03 0,30+0,03

Iniciados 69 255,36+23,39* 3,47+0,41 0,41+0,45* 0,35+0,11*

Iniciados + FB® 71 259,04+21,32  3,840,74'*  0,34%0,07  0,32%0,05

Iniciados + 2’-AAF 14 255,36+22,92 4,65+0,82" 0,35+0,07 0,36+0,13

" Andlise estatistica baseada em dados ndo paramétricos; “ Valores apresentados na forma de

média + DP; Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais

iniciados e tratados com fenobarbital; Iniciados + 2’-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-

acetoaminofluoreno; *Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10% de

FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 5. Incidéncia (%) de lesdes hepaticas preneoplasicas e neoplasicas em ratos Wistar

machos submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle Iniciados Iniciados + FB Iniciados
Grupos negativo (%) + 2-AAF
(%) (%) 0,05% 0,075% 0,10%
N° efetivo de animais 45 69 38 19 11 12
LesOes preneoplasicas
Focos de células claras 0 28%(40) 13(34) 7(37) 7(64) 10*(83)
Focos eosinofilicos 4(9) 44*(64) 35*(92) 18*(95) 11*(100) 12*(100)
Focos basofilicos 3(7) 13(19) 7(18) 3(16) 6*(54) 6*(50)
Focos anfofilicos 1(2) 9(13) 2(5) 0 0 7*(58)

Total de animais com focos 8(18) 57%(83)  36(95) 18(95) 11(100) 12(100)
de hepatdcitos alterados

LesOes neoplasicas

Adenoma 0 13*(19) 3(8) 19*(100) 8*(73) 12*(100)
Colangioma 0 3(4) 1(3) 0 3*(27) 10*(83)
Hepatocarcinoma 0 0 0 0 1(9) 0
Colangiocarcinoma 0 1(1) 0 1(5) 1(9) 2(17)
Hepatocolangiocarcinoma 0 0 0 1(5) 0 0
Leucemia 0 0 0 1(5) 0 0
Angiosarcoma 0 0 0 0 0 1(8)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-

acetoaminofluoreno; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 6. Incidéncia (%) de lesdes hepaticas preneoplasicas e neoplasicas em ratos Wistar

fémeas submetidos ao protocolo DMBDDY.

Controle Iniciados Iniciados + FB Iniciados
Grupos negativo (%) (%) + 2’-AAF
(%) (%)
0,05% 0,075% 0,10%
N2 efetivo de animais 50 68 38 18 15 14
LesOes preneoplasicas
Focos de células claras 0 25%(37) 18(47) 2(11) 9(60) 14*(100)
Focos eosinofilicos 1(2) 41*(60) 31*(82) 18*(100) 15*(100) 14*(100)
Focos basofilicos 1(2) 14*(21) 1*(3) 9%(50) 9%(60) 1(7)
Focos anfofilicos 2(4) 3(4) 4(10) 0 4*(27) 3(21)
Total de animais com 3(6) 58*(85) 35(92) 18(100) 15(100) 14(100)
focos de hepatdcitos
alterados
LesOes neoplasicas
Adenoma 0 17%(25) 14(37) 18*(100) 9*(60) 11%(79)
Colangioma 0 6(9) 4(11) 10*(56) 2(13) 10%(71)
Hepatocarcinoma 0 0 2(5) 3*(17) 0 0
Colangiocarcinoma 0 0 0 1(6) 1(7) 0

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e

tratados com fenobarbital;

Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-

acetoaminofluoreno; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 7. Incidéncia (%) de lesdes hepaticas ndo neoplasicas em ratos Wistar machos

submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle Iniciados Iniciados + FB Iniciados
Grupos negativo (%) (%) + 2-AAF
(%) (%)
0,05% 0,075% 0,10%

N2 efetivo de animais 45 69 38 19 11 12
H_iperplasia de ductos 9(20) 51*(74) 38*(100) 19*(100) 11(100) 12(100)
E':Laéféasia de células 1(2) 36*(52)  23(61) 18%(95) 11*(100) 12*(100)
(c);\f::zmegana 0 12*(17)  14*(37) 18*(95) 11*(100) 12*(100)
Hipertrofia centrolobular 14(31) 18(26) 16(42) 15%(79) 10%(91) 0
Hipertrofia difusa 1(2) 4(6) 3(8) 1(5) 1(9) 10%(83)
Esteatose focal 15(33) 25(36) 15(39) 15%(79) 5(45) 5(42)
Esteatose difusa 16(36) 39%(57) 17(45) 3*(16) 11*(100) 5(42)
Cisto biliar tinico 1(2) 5(7) 12*(32)  2(10) 0 0
Cistos biliares multiplos 2(4) 51%(74)  19%(50) 17(89) 11(100)  12(100)
Necrose individual 0 1(1) 0 10*(53) 0 2(17)
Necrose focal 0 1(1) 0 0 1(9) 3*(25)
Colangiofibrose 0 3(4) 1(3) 11*(58) 2(18) 7*(58)
Degeneracéo cistica 0 30%(43) 6*(16) 18*(95) 7(64) 0*
Infiltrado inflamatério 18(40) 54%(78) 25(66) 12(63) 6(55) 9(75)
Colangite 0 0 0 5*(26) 0 9*(75)
Angiectasia 0 0 0 2*(11) 0 0
Colestase biliar 1(2) 3(4) 0 1(5) 1(9) 0

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-

acetoaminofluoreno; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 8. Incidéncia (%) de lesdes hepéticas ndo neoplasicas em ratos Wistar fémeas

submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle Iniciados Iniciados + FB Iniciados
Grupos negativo (%) (%) + 2’-AAF
(%) (%)
0,05% 0,075% 0,10%
N2 efetivo de

animais 50 68 38 18 15 14
Hiperplasia de 10(20) 64*(94) 38(100) 18(100) 15(100) 14(100)
ductos biliares
Hiperplasia de 3(6) 43*(63) 31(82) 14(78) 15*(100)  14*(100)
células ovais
Cariomegalia 0 11*(16) 21*(55) 17*(94) 13*(87) 14*(100)
Hipertrofia 0 5(7) 17*(45) 6%(33) 8%(53) 0
centrolobular
Hipertrofia difusa 0 4(6) 6(16) 5*(28) 3(20) 11%(79)
Esteatose focal 12(24) 33*(49) 18(47) 14(78) 7(47) 9(64)
Esteatose difusa 17(34) 23(34) 7(18) 3(17) 4(27) 4(29)
Cisto biliar unico 0 4(6) 1(3) 0 0 0
Cistos biliares 1(2) 58(85) 37(97) 18(100) 15(100) 14(100)
multiplos
Necrose individual 0 3(4) 1(3) 8*(44) 1(7) 8*(57)
Necrose focal 0 3(4) 3(8) 1(6) 3(20) 4*(29)
Colangiofibrose 0 6(9) 10*(26) 9*(50) 6*(40) 14*(100)
Degeneragéao 0 21*(31) 3*(8) 18*(100)  9(60) 0*
cistica
Infiltrado 19(38) 38(56) 24(63) 14(78) 6(40) 10(71)
inflamatério
Colangite 0 1(1) 0 1(6) 0 13*(93)
Angiectasia 0 0 0 1(6) 0 0
Colestase biliar 0 10*(15) 1(3) 6(33) 6*(40) 1(7)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e

tratados com fenobarbital;

Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2'-

acetoaminofluoreno; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 9. Nimero de focos' GST-P* (por cm?) e area agregada de focos (mm?/cm?) em figado

de ratos Wistar machos e fémeas iniciados para carcinogénese pelo protocolo DMBDD®.

N’ Area Agregada de
Grupos efetivo N° de Focos/cm? Focos/Area Hepatica
de (mm?/cm?)
animais

0,25 Mediana 0,75 0,25 Mediana 0,75

Machos
Controle negativo 37 0 0 0 0 0 0
Iniciados 56 290  520° 763 011 032" 065
Total Iniciados + FB 59 414 803" 1325 014 046 1,12
-Iniciados + 0,05% 36 269 545 1038 007 021 038
FB
slniclados +0.075% 10 1202 1699* 2085 167 203 335
-Iniciados + 0,10% FB 13 580  689* 1577 056 089" 127
Iniciados + 2'-AAF 9 513 11,39 1461 024 0519 1,04
Fémeas
Controle negativo 40 0 0 0 0 0 0
Iniciados 54 354 596" 867 014 036" 099
Total Iniciados + FB 61 529  10,32* 1584 027 087 2,14
-Iniciados + 0,05% 36 424 698 11,17 043 032 075
FB
“lniclados +0.075% 10 1460 1693° 2310 263 413 446

- Iniciados + 0,10% FB 15 9,56 11,36* 15,67 0,92 1,65* 2,88

Iniciados + 2’-AAF 6 8,85 11,051* 26,72 0,39 0,514 0,88

"Focos >0,15 mm de diametro; Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados
+ 0,05; 0,075; 0,10% FB: Animais iniciados e tratados com trés concentragdes de fenobarbital;
Iniciados + 2’-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-acetoaminofluoreno; *Significantemente

diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 10. Imunoistoquimica hepatica para CYP 2B1/2B2 em ratos Wistar submetidos ao

protocolo DMBDD".

Controle negativo Iniciados Iniciados + Iniciados +
Grupos (%) (%) FB? 2-AAF
(%) (%)
N2 efetivo de
animais 10 10 10 10
Machos
Negativa 2(20) 1(10) 0 0
Médiozonal
- leve 0 2(20) 0 0
- moderada 0 0 0 4(40)*
- alta 0 0 0 0
Centrolobular
- leve 8(80) 9(90) 0~ 0*
- moderada 0 0 0 1(10)
- alta 0 0 9(90)* 3(30)
Difusa
- leve 0 1(10) 0 0
- moderada 0 0 0 1(10)
- alta 0 0 1(10) 5(50)*
Fémeas
Negativa 1(10) 0 0 1(10)
Médiozonal
- leve 0 5(50)* 0* 0*
- moderada 0 0 1(10) 4(40)*
- alta 0 0 1(10) 1(10)
Centrolobular
- leve 7(70) 5(50) 0~ 0~
- moderada 2(20) 3 1(10) 0
- alta 0 0 8(80)* 5(50)*
Difusa
- leve 0 2(20) 0 0
- moderada 0 0 0 0
- alta 0 0 1(10) 4(40)*

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-
acetoaminofluoreno; ZGrupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.

80



TJabelas

Tabela 11. Imunoistoquimica hepatica para CYP 1A2 em ratos Wistar submetidos ao protocolo

DMBDD".
Controle negativo Iniciados Iniciados + Iniciados +
Grupos (%) (%) FB? 2°-AAF
(%) (%)
N2 efetivo de
animais 10 10 10 10
Machos
Negativa 2(20) 1(10) 0 0
Médiozonal
- leve 0 0 1(10) 0
- moderada 0 0 0 0
- alta 0 0 0 0
Centrolobular
- leve 4(40) 6(60) 6(60) 0~
- moderada 3(30) 0 0 0
- alta 0 0 0 1(10)
Difusa
- leve 0 1(10) 1(10) 0
- moderada 1(10) 2(20) 3(30) 1(10)
- alta 0 0 0 8(80)*
Fémeas
Negativa 0 0 0 0
Médiozonal
- leve 0 0 0 0
- moderada 0 0 0 0
- alta 0 0 0 0
Centrolobular
- leve 9(90) 6(60) 7(70) 0*
- moderada 1(10) 0 2(20) 0
- alta 0 0 0 0
Difusa
- leve 0 4(40)* 1(10) 0~
- moderada 0 0 0 3(30)
- alta 0 0 0 7(70)*

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-
acetoaminofluoreno; QGrupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 12. Incidéncia (%) de lesdes renais preneoplasicas e neoplasicas em ratos Wistar

machos submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle negativo Iniciados Iniciados Iniciados
Grupos (%) (%) + FB' + 2-AAF
(%) (%)
N? efetivo de animais 45 69 68 12
Hiperplasia tubular atipica 1(2) 9(13) 23*(34) 1(8)
Adenoma tubular renal 0 10*(14) 5(7) 0
Carcinoma tubular renal 0 3(4) 6(9) 0
Tumor mesenquimal renal 0 14*(20) 14(21) 2(17)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2-
acetoaminofluoreno; 1Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.

Tabela 13. Incidéncia (%) de lesbes renais preneoplasicas e neoplasicas em ratos Wistar

fémeas submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle negativo Iniciados Iniciados + Iniciados
Grupos (%) (%) FB? + 2’-AAF
(%) (%)
N° efetivo de animais 50 68 71 14
Hiperplasia tubular atipica 0 19*(28) 22(31) 1(7)
Adenoma tubular renal 0 11*(16) 12(17) 0
Carcinoma tubular renal 0 7(10) 3(4) 0
Tumor mesenquimal renal 0 44*(65) 32%(45) 4*(29)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2'-
acetoaminofluoreno; 1Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.

82



TJabelas

Tabela 14. Incidéncia (%) de lesbes renais nao neoplasicas em ratos Wistar machos

submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle Iniciados Iniciados Iniciados +
Grupos negativo (%) + FB' 2-AAF
(%) (%) (%)

N2 efetivo de animais 45 69 68 12
Hiperplasia tubular simples 11(24) 32%(46) 38(56) 6(50)
Cilindros hialinos 8(18) 27*(39) 33(48) 9%(75)
Tudbulos cisticos 0 1(1) 6(9) 0
Infiltrado inflamatério 5(11) 7(10) 8(12) 1(8)
Pigmentacao célula tubular 1(2) 9(13) 14(21) 1(8)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-
acetoaminofluoreno; 1Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.

Tabela 15. Incidéncia (%) de lesdes renais ndo neoplasicas em ratos Wistar fémeas

submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle negativo Iniciados Iniciados + Iniciados +

Grupos (%) (%) FB' 2°-AAF
(%) (%)
N® efetivo de animais 50 68 71 14
Hiperplasia tubular simples 4(8) 25%(37) 26(37) 5(36)
Cilindros hialinos 12(24) 10(15) 12(17) 3(21)
Tubulos cisticos 2(4) 8(12) 6(8) 2(14)
Infiltrado inflamatério 4(8) 2(3) 3(4) 1(7)
Pigmentacao célula tubular 10(20) 23(34) 45*(64) 0*

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-
acetoaminofluoreno; 1Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 16. Incidéncia (%) de lesdes intestinais em ratos Wistar machos submetidos ao

protocolo DMBDD".

Controle Iniciados Iniciados  Iniciados +
Grupos negativo (%) +FB' 2-AAF
(%) (%) (%)
N2 efetivo de animais 45 69 68 12
Colon proximal
Foco criptas aberrantes 0 0 1(1) 0
Adenoma 0 1(1) 3(4) 0
Adenocarcinoma 0 4(6) 2(3) 0
Coléon médio
Foco criptas aberrantes 0 3(4) 3(4) 1(8)
Adenoma 0 4(6) 2(3) 0
Adenocarcinoma 0 7(10) 10(15) 3(25)
Colon distal
Foco criptas aberrantes 0 4(6) 2(3) 1(8)
Adenoma 0 2(3) 7(10) 0
Adenocarcinoma 0 10*(14) 11(16) 5*(42)
Duodeno
Adenocarcinoma 0 2(3) 3(4) 0
Jejuno
Adenocarcinoma 0 0 1(1) 0
ileo
Adenoma 0 1(1) 3(4) 0
Adenocarcinoma 0 1(1) 3(4) 1(8)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD; Iniciados + FB: Animais iniciados e

tratados com fenobarbital;

Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-

acetoaminofluoreno; 1Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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TJabelas

Tabela 17. Incidéncia (%) de lesbes intestinais em ratos Wistar fémeas submetidos ao

protocolo DMBDD".

Controle . Iniciados + FB" Iniciados + 2’
Grupos negativo Inuz:;l;ios (%) AAF
(%) ° (%)
N® efetivo de animais 50 68 71 14
Colon proximal
Adenoma 0 2(3) 1(1) 0
Adenocarcinoma 0 2(3) 3(4) 0
Colén médio
Foco criptas aberrantes 0 5(7) 5(7) 0
Adenoma 0 1(1) 2(3) 0
Adenocarcinoma 0 7(10) 5(7) 1(7)
Colon distal
Foco criptas aberrantes 0 2(3) 1(1) 1(7)
Adenoma 0 0 1(1) 1(7)
Adenocarcinoma 0 7(10) 4(6) 1(7)
Duodeno
Adenoma 0 0 0 1*(7)
Jejuno
Adenocarcinoma 0 1(1) 0 0
ileo
Adenocarcinoma 0 1(1) 1(1) 1(7)

Iniciados: Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e
tratados com fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-
acetoaminofluoreno; 'Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10%

de FB; *Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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Tabela 18. Incidéncia’ (%) e freqliéncia de neoplasias e preneoplasias em figado, rins e

intestinos de ratos Wistar machos submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle Iniciados Iniciados Iniciados +
Grupos negativo (%) +FB® 2-AAF
(%) (%) (%)
N2 efetivo de animais 45 69 68 12
Total de animais com 9(20) 57%(83) 65%(96) 12(100)
preneoplasias
Com > 01 neoplasia 0 21*(30) 30(44) 10*(83)
S6 com neoplasia benignas 0 8*(12) 14(21) 5*(42)
S6 com neoplasia malignas 0 14*(20) 13(19) 0
Com neoplasias benignas e 0 17*(25) 24(35) 7*(58)
malignas
Total de animais com neoplasias 0 39%(56) 51*(75) 12*(100)
ZNe neoplasias benignas 0 34* 53 22
N neoplasias malignas 0 38* 47* 11*
®Total de neoplasias 0 72* 100* 33*
®Carga tumoral (N° - 1,85 1,96 2,75

tumores/animal com tumor)

'N- de animais com les&o por grupo; > Andlise estatistica de dados ndo paramétricos; Iniciados:

Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e tratados com

fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-acetoaminofluoreno;

3Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10% de FB;

*Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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Tabela 19. Incidéncia’ (%) e freqliéncia de neoplasias e preneoplasias em figado, rins e

intestinos de ratos Wistar fémeas submetidos ao protocolo DMBDD".

Controle - Iniciados + Iniciados
Grupos negativo Inlcz:; ;’OS FB® + 2-AAF
(%) > (%) (%)
N° efetivo de animais 50 68 71 14
Total de animais com 3(6) 58*(85) 68(96) 14(100)
preneoplasias
Com > 01 neoplasia 0 29%(43) 37(52) 9(64)
S6 com neoplasia benignas 0 6(9) 18*(25) 7*(50)
S6 com neoplasia malignas 0 33%(48) 10*(14) 0*
Com neoplasias benignas e 0 17*(25) 29(41) 7(50)
malignas
Total de animais com neoplasias 0 56%(82) 57(80) 14(100)
N neoplasias benignas 0 39* 73* 23"
N neoplasias malignas 0 64~ 52 7
®Total de neoplasias 0 103* 125* 30*
®Carga tumoral (N° - 1,84 2,19 2,14

tumores/animal com tumor)
'N- de animais com lesdo por grupo;” Andlise estatistica de dados ndo paramétricos Iniciados:

Animais iniciados com protocolo DMBDD®; Iniciados + FB: Animais iniciados e tratados com
fenobarbital; Iniciados + 2-AAF: Animais iniciados e tratados com 2’-acetoaminofluoreno;
3Grupo composto por animais expostos as doses de 0,05, 0,075 e 0,10% de FB;

*Significantemente diferente do respectivo grupo controle quando p<0,05.
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Figuras
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Figura 1: Delineamento experimental.
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Figura 2: Evolug&o do peso corporeo médio de ratos Wistar machos e fémeas
submetidos ao protocolo DMBDD®.
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Figura 4. Tumor mesenquimal renal, invadindo
medula renal, com envolvimento e compressao
tubular. 200X.

‘--

Juyuwias

90



Anexo 1. Numero de focos GST-P* (por cm?) em ratos
Wistar machos submetidos ao protocolo DMBDD®
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Anexo 2. Numero de focos GST-P* (por cm?) em ratos
Wistar fémeas submetidos ao protocolo DMBDD®
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Anexo 3. Area agregada de focos GST-P* (mm?/cm?)
em ratos Wistar machos submetidos ao protocolo

DMBDD®
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Anexo 4. Area agregada de focos GST-P* (mm?%cm?)
em ratos Wistar fémeas submetidos ao protocolo
DMBDD®
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