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1 RESumoO

O Diuron (3-(3,4-Dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) € um herbicida derivado da
uréia, muito utilizado no Brasil para controlar plantas daninhas nas culturas de soja,
algodao e cana de acgucar, entre outras. Evidéncias experimentais indicam que o
Diuron é cancerigeno para roedores; induz tumores na pele e mama de camundongos,
e na bexiga e pelve renal de ratos, quando administrado pela racdo em concentragdes
elevadas. O Diuron foi classificado pela agéncia ambiental norte-americana (EPA)
como “provavel cancerigeno para a espécie humana”.

Em um estudo prévio desenvolvido por nosso grupo, ratos Wistar machos tratados
com Diuron 2500 ppm durante 20 semanas apresentaram aumento dos indices de
proliferagdo celular e da incidéncia de hiperplasia urotelial simples (HS) na bexiga. A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram observados focos de necrose grave e
hiperplasia do urotélio vesical dos animais expostos ao herbicida. Porém, nesse estudo
nao foram avaliados possiveis altera¢des uroteliais nas bexigas de animais expostos a
concentragbes menores de Diuron, de modo que ndo se sabe se ha efeito dose-
resposta do Diuron sobre o urotélio.

O objetivo deste trabalho foi estudar por MEV a ac&o do Diuron sobre o epitélio da
bexiga de ratos Wistar machos expostos as doses de 125, 500 e 2500 ppm durante 20
semanas e verificar a existéncia de eventual dose-resposta nos fendmenos de
citotoxicidade e regeneragao celular e ainda, comparar os achados da MEV com os
histolégicos verificados previamente nas mesma bexigas. Os grupos 125ppm e
2500ppm de Diuron apresentaram incidéncias significativamente maiores (p<0,05) de
lesdes na mucosa, i.e, 7/10 e 8/10 respectivamente, comparados ao grupo controle e
ao grupo 500ppm.

Ao compararmos as lesdes verificadas pela MEV com as lesbes histoldgicas,
observamos que a MEV foi mais sensivel: detectou uma incidéncia de 45% de
hiperplasias, enquanto a abordagem histolégica detectou 27%. Considerando o
diagnéstico pela MEV como padréo-ouro, a histologia mostrou sensibilidade de 44,4%,
especificidade 86,4%, valor preditivo positivo (VPP) de 72,7%, valor preditivo negativo
(VPN) de 65,5% e acuracia de 67,5%.

A Microscopia Eletronica de Varredura mostrou ser um método mais sensivel,
confiavel e conveniente para identificar, localizar e classificar mais alteracbes
citotoxicas e proliferativas das bexigas. Os achados da MEV mostraram que o herbicida
Diuron induziu lesbes nas concentragdes de 125ppm e 2500ppm, mas ndo na de 500
ppm. Desta forma, n&o foi possivel concluir sobre a existéncia de efeito dose-resposta
deste herbicida sobre o urotélio.
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2 ABSTRACT

Diuron (3-(3,4-Dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) is a substituted urea herbicide
widely used on agricultural crops such as soy, cotton and sugar cane. In a previous
long-term study this herbicide exerted carcinogenic activity on the urinary bladder and
renal pelvis mucosa of Wistar rats and breast of mice. Also, it was shown to be
carcinogenic to the mice skin in a initiation-promotion assay. In 1997, the north-
american EPA evaluated Diuron as a “known/likely” carcinogen for humans (USEPA,
2004).

In a previous study developed at this laboratory, male Wistar rats treated with
Diuron 2500 ppm during 20 weeks presented increased indices of cell proliferation and
incidences of simple urothelial hyperplasia (HS) in the urinary bladder. Under scanning
electron microscopy (SEM) severe urothelial necrosis and hyperplasia were observed.
However, in that study the urinary bladders of animals exposed to lower doses of Diuron
were not examined under SEM. Therefore, the possible dose-response influence of
Diuron on the urothelium under SEM is not known.

The present study aimed to analyze under SEM the urinary bladder of male
Wistar rats exposed to 125 ppm, 500 ppm and 2500 ppm doses of Diuron through diet
during 20 weeks and to compare to the previous histological findings in the same
material. Under SEM, 125 ppm and 2500 ppm groups presented significantly (p<0,05)
increased incidences of simple hyperplasia, i.e., 7/10 and 8/10 respectively, compared
to control group and the 500 ppm group

The sensitivity of SEM was higher since it detected a 45% incidence of
hyperplasiaswhile the histological analysis found only 27%. Considering SEM as the
gold-standard, histology showed a 44% sensitivity, 86.4% specificity, a positive
predictive value of 72,7% and negative predictive value of 65,5% and accuracy of
67,5%.

Scanning Electron Microscopy was more sensitive, reliable and convenient
method for identifying, tracking and classifying cytotoxic and proliferative changes in the
urothelium, not detectable under light microscopy. SEM findings showed that Diuron
induced lesions in the 125 ppm e 2500 ppm concentration groups and not in the 500
ppm one. It was not possible to conclude about a dose-reponse effect.
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3 INTRODUCAO
3.1 Carcinogénese da bexiga urinaria

Ocorrem aproximadamente 330 mil novos casos de cancer de bexiga por ano
no mundo (Brauers & Jakse, 2000; Sanderson et al., 2007), mais freqiientemente em
homens que em mulheres, na razdo de 3:1. A incidéncia dos tumores vesicais
aumenta com a idade e € mais comum em brancos do que em negros (Sanderson et
al., 2007; Scélo e Brennan, 2007) e os paises com as taxas de incidéncia mais
elevadas sao Egito, Espanha, Holanda, Italia e os menores indices foram encontrados
na Africa, Asia e América Central (Scélo e Brennan, 2007). Mais de 90% das
neoplasias de bexiga sado carcinomas de células transicionais; ocorrem ainda 6% de
carcinomas epidermdides e, menos freqientemente, adenocarcinomas e tumores de
origem nao epitelial (Rischmann, 2000). No ser humano, a indugdo e o
desenvolvimento do cancer da bexiga estdo associados ao fumo, a exposigao
ocupacional a alfa e beta-naftilamina por trabalhadores da industria téxtil, ao 4-
aminobifenil usado na fabricagdo de corantes e a solventes organicos como a
benzidina, utilizada na confecgdo da borracha e pneus (Negri & La Vecchia, 2001;
Scélo e Brennan, 2007). Outros provaveis fatores de risco séo: a exposigcdo ambiental
crbnica a contaminantes da agua, como tri-halometanos e arsénico, a radiagao,
infecgé@o cronica do trato urinario causada por Schistosoma haematobium, dietas ricas

em gordura, alteragdo do pH urinario, além de alguns fatores hereditarios.

3.2 Diuron (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea, CAS 330-54-1)

O Diuron € um herbicida derivado da uréia, amplamente utilizado no Brasil para
o controle de plantas daninhas nas culturas de soja, algodao e cana de acgucar, entre
outras.

Evidéncias experimentais indicam que o Diuron é cancerigeno para roedores.
Em estudo de duas etapas (iniciacdo-promoc¢do) o herbicida provocou aumento da
incidéncia de papilomas na pele de camundongos (Antony et al., 1989). Em 2002, a
United States Enviromental Protection Agency publicou um memorando informando
que o Diuron é cancerigeno para a bexiga de ratos Wistar e mama de camundongos
NMRI (USEPA,2002); por serem de propriedade empresarial, a comunidade cientifica e

O publico em geral ndo tém acesso aos resultados brutos deste estudo.
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Particularmente, o memorandum da USEPA referiu que ratos Wistar de ambos os
sexos apresentaram aumento significativo da incidéncia de papilomas e carcinomas
uroteliais na bexiga apds dois anos de exposi¢céo continua ao Diuron, administrado pela
racdo na concentracdo de 2500 ppm; foram também observados papilomas e
carcinomas uroteliais na pelve renal. Devido estas observagbes, o Diuron foi
classificado pela USEPA como “provavel cancerigeno para a espécie humana”
(USEPA, 2004).

Em um estudo prévio desenvolvido por nosso grupo, ratos Wistar machos
tratados com Diuron 2500 ppm durante 20 semanas apresentaram aumento dos
indices de proliferagcéo celular e da incidéncia de hiperplasia urotelial simples (HS) na
bexiga (Nascimento et al., 2006). A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram
observados focos de necrose grave e hiperplasia do urotélio vesical dos animais
expostos ao herbicida. A analise do sedimento urinario pela MEV mostrou numerosos
cristais de fosfato de amédnio e magnésio, e precipitados amorfos. Estes precipitados
amorfos, compostos principalmente por fosfato de calcio e pequena quantidade de
potassio, cloro, enxofre e silica, podem atuar como micro-abrasivos para o urotélio,
provocando morte celular e consequente hiperplasia regenerativa (Cohen et al, 1990;
1991b; 1993; de Oliveira, 1998). Deste modo, € possivel que os componentes do
sedimento urinario de animais tratados com Diuron exercam efeito lesivo sobre o
urotélio, sendo os indutores da hiperplasia urotelial observada que, neste caso, teria
carater regenerativo. Esses achados, verificados em animais expostos a doses
elevadas do Diuron podem dar substrato a um possivel modo de acdo (MOA)
cancerigeno do Diuron ja que, em alguns caso, a carcinogénese da mucosa urinaria do
rato parece estar relacionada a formacao de precipitados amorfos e ou a micro-cristais
na urina, o que ¢ influenciado pelo tipo de ragao, pela concentracdo de sais na urina e
pelos niveis do pH urinario (Cohen et al, 1991a, b; 1993). Deve ser indicado que nesse
estudo prévio ndo avaliamos possiveis alteragdes uroteliais nas bexigas de animais
expostos a concentragdes menores de Diuron, de modo ndo sabemos se estas
alteragdes sao dependentes de doses, isto €, se ha efeito dose-resposta com relagao
ao efeito toxico do Diuron sobre o urotélio.

Os precipitados amorfos, a necrose focal e a conseqiente hiperplasia
regenerativa podem ser caracteristicamente visualizados pela MEV (Cohen et al.,
1991b, 1993, 1995, de Oliveira, 1998). A MEV é um método muito conveniente para a
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identificacao, localizagdo e classificagdo das alteracdes citotoxicas e proliferativas da
bexiga, ja que sinais discretos de citotoxicidade e de necrose da camada de células
superficiais frequentemente ndo s&o detectados pela microscopia Optica. Por isso, a
MEV é uma maneira confiavel de avaliar a superficie do urotélio, além de permitir a
analise de uma area mais ampla, se comparada com a microscopia Optica.

Ha poucos relatos na literatura de acesso publico sobre o efeito cancerigeno do
Diuron na bexiga de ratos, e pouco se conhece a respeito dos mecanismos potenciais
de carcinogenicidade deste produto sobre o urotélio. A citoxicidade pode preceder os

picos de proliferagao celular e sua ocorréncia pode ser avaliada morfologicamente pela

microscopia eletrénica de varredura.
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4 OBJETIVOS

Com a finalidade de estudar a ag&o do Diuron sobre o epitélio da bexiga de ratos
Wistar machos e a eventual existéncia de dose-resposta nos fendbmenos de
citotoxicidade e regeneracgao celular induzida pelo herbicida, pretende-se analisar, por
Microscopia Eletrénica de Varredura, o urotélio de ratos machos. As alteracdes
registradas pela MEV serdo comparadas as visualizadas a microscopia oOptica na

mesma bexiga.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e ambiente de experimentagao

O protocolo experimental do presente experimento foi aprovado pelo Comité de
Etica da Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo n° 167/2004). O experimento
foi desenvolvido (Figura 1) e os efeitos da concentragédo mais elevada, de 2500ppm, ja
foram adequadamente divulgados (Nascimento et al., 2006). No entanto, ainda n&o
exploramos a possivel relagdo dose-resposta das lesbes de interesse, seja pela
microscopia éptica como pela microscopia eletrénica. Portanto, pretende-se avaliar o
urotélio vesical de todos os 40 ratos da linhagem Wistar sacrificados na 26% semana de
idade. Os animais foram fornecidos pelo CEMIB da Unicamp, Campinas, SP, Brasil, e
alojados em gaiolas plasticas com forragcdo de maravalha de pinho, cinco animais por
gaiola, em sala com temperatura de 21 + 3 °C, umidade relativa de 50 + 20% e ciclo de
luz claro/escuro de 12 horas. Inicialmente, passaram por periodo de aclimatagcéo as

condi¢gdes do biotério por duas semanas.

5.2 Substancia quimica
Diuron (3-(3,4-Dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea, CAS 330-54-1) foi adquirido da
Sigma Chemical Co. (St.Louis, MO, Catalogo No. D2425).

5.3 Ragoées

A substéncia quimica foi misturada na ragao pulverizada Nuvilab (Maringa, PR). A

mistura foi posteriormente peletizada. Agua e ragéo foram fornecidos ad libitum.

5.4 Delineamento experimental

No dia zero do experimento, os animais foram randomizados em 04 grupos de 10
animais cada, e identificados individualmente com acido picrico na pelagem. No
mesmo dia, foi iniciado o fornecimento das ragbes adicionadas com as diferentes
concentragcdes do herbicida (Figura 1): grupo 1 (G1) — Diuron 125ppm; grupo 2 (G2) —
Diuron 500ppm; grupo 3 (G3) — Diuron 2500ppm e grupo 4(G4) — racéo basal. Os
consumos médios individuais e diarios de agua e dieta foram registrados para cada
grupo em intervalos de 2 dias, nas semanas 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 e 19 do

experimento. Os ratos foram pesados nas semanas 0, 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20.
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Na 42 92 132 e 192 semanas foram realizados exames clinicos detalhados nos
animais. As ragdes experimentais foram administradas durante 20 semanas, apos o

que, os ratos foram sacrificados.

5.5 Eutanasia dos animais, necropsia e processamento do material

Os animais foram sacrificados no final da 20 semana do experimento, por
overdose (aproximadamente 50 mg/kg de peso corporeo, i.p.) de solugdo de
pentobarbital sédico. No momento da necropsia, as bexigas foram infladas por injecao
intraluminal com fixador de Bouin, removidos imediatamente e imersas no mesmo
fixador. Quatro horas apds a fixagdo, as bexigas foram seccionadas ao meio, lavadas
trés vezes com alcool 70% e examinadas macroscopicamente. Uma metade das
bexigas permaneceu estocada em alcool 70% e serd utilizada para analise em
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), cujo processamento e anadlise estido

descriminados nos itens 6 e 7.

'

0 20 SEMANAS
G1

Gz mEENT
G EET
G4 mmmm

G1: DIURON 125ppm
I3 G2: DIURON 500ppm
I3 G3: DIURON 2500ppm
1 G4: Rag&o basal (CONTROLE NEGATIVO).

CONSUMO RAGAO E AGUA: SEMANAS iMPARES (01, 03, 05, 07, 09, 11, 13, 15, 17, 19)

PESO CORPOREO: SEMANAS PARES EXCETO SEMANA 4 (0, 02, 06, 08, 10, 12, 14, 16, 18, 20)
AVALIAGAO CLINICA: SEMANAS 04, 09, 13, 19

i SACRIFICIO: 20" SEMANA

FIGURA 1: Protocolo experimental
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5.6 Processamento das bexigas para microscopia eletrénica de varredura (MEV)

1. Bexigas fixadas em Bouin no momento da eutanasia.

2. Apdbs 4 horas de fixacao, lavagem 3 vezes em alcool 70%,

3. Lavagem em agua destilada (3 vezes de 10 min. cada),

4. Pdés-fixagdo em tetroxido de 6smio 0,5% em agua destilada por 30 min

5. Passagens por gradientes de alcool etilico a 7,5%, 15%, 30%, 50% (duas

passagens de 10 min cada), alcool etilico a 70% (trés passagens de 15 min), alcool
etilico a 90% (duas passagens de 15 min) e alcool etilico a 100% (duas passagens de
10 min cada),

6. As bexigas serdo imersas em didéxido de carbono liquido e colocadas no
aparelho Balzers CPD-020 (Bal-tec, Wiesbaden, Germany), para obtencdo do ponto
critico de secagem,

7. ApOs secagem, as bexigas serdo aderidas utilizando esmalte de unha e
condutor de prata, a um pequeno suporte de aluminio (“stubs”) e transferidas para o
aparelho Metalizador BAL-TEC SCD 050, para cobertura da superficie das bexigas por
uma camada de ouro,

8. As bexigas seréao analisadas ao Microscopio Eletrénico de Varredura modelo
Quanta 200 FEI marca Phillps (Netherlands) no Centro de Microscopia Eletrdnica

(CME) do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) da Unesp — Botucatu.

5.7 Critério de analise diagnéstico para bexigas urinarias por MEV

As alteracbes do urotélio vesical serdo classificadas em classes de 1 a 5 por
analise semi-quantitativa (Cohen et al.,2007):

. Classe 1: Urotélio normal, composto por células poligonais amplas. A
ocorréncia rara de algumas células necréticas ou esfoliadas sdo consideradas como
devido a morte natural delas;

. Classe 2: Urotélio com células poligonais amplas, com pequenas areas com
células necréticas e descamacéo (esfoliagdo minima);

. Classe 3: Urotélio mostrando pleomorfismo das células poligonais, com areas
numerosas e pequenas com ceélulas necroticas e descamadas, podendo estar presente

ainda espessamento ou enrugamento das células;
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" Classe 4: Extensiva area de necrose e descamacao principalmente na cupula
da bexiga e de permeio as células poligonais maduras, observam-se ainda outras
pequenas, redondas, caracteristicas de células mais profundas do urotélio;

] Classe 5: Areas de necrose e descamacdo comprometendo quase toda o
urotélio, com superposi¢cao de pequenas células redondas com microvilos uniformes,

as vezes pleomorficos. Novamente, a cupula da bexiga é a mais comprometida.

5.8 Analise estatistica
Os dados obtidos serdo comparados pelo teste de analise de variancia (ANOVA) para

verificar diferengas entre os grupos estudados. Se houver diferenca, sera realizado o

teste de Tukey. Valores de p<0,05 serdo considerados como indicando diferencas

significativas.
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6 RESULTADOS

A analise das 40 bexigas a MEV mostrou desde urotélios normais até urotélios
com células arredondadas e extensa area de necrose e descamagdo (Figura 2).
Conforme pode ser visto na Tabela 1, os grupos 125ppm e 2500ppm de Diuron
apresentaram maiores incidéncias de lesdes na mucosa 7/10 e 8/10 respectivamente,
sendo estatisticamente diferentes (p<0,05) do grupo controle. O grupo 500ppm
apresentou incidéncia 2/10. Analisando as diferencas entre as doses administradas, o
grupo 500ppm mostrou-se diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo 2500ppm e do
grupo 125ppm, a diferenca foi de p<0,069.

TABELA 1: Incidéncia das alteragées da mucosa da bexiga urinaria por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Gruposl/tratamentos Classes de alteragées da mucosa’
N 1-3 4-5

G1: 125 ppm Diuron 10 3 (30%) 2° 7 (70%) %

G2: 500 ppm Diuron 10 8 (80%)"* 2 (20%) P«

G3: 2500 ppm Diuron 10 2 (20%)® 8 (80%)?

G4: controle 10 9 (90%)° 1(10%) ©

" Classes 1-5: aumento na severidade das alteragdes na mucosa (Cohen et al., 2007).
N: numero efetivo de animais

ab Significantemente diferente do grupo controle p<0,05

° Significantemente diferente do grupo 2500ppm p<0,05

d Significantemente diferente do grupo 125 ppm p<0,069

Ao compararmos a classificagdo das lesbes obtidas pela microscopia eletrénica
de varredura com a classificagéo histolégica, observamos que pela MEV 22/40 bexigas
foram consideradas normais e 18/40 com hiperplasia, ja o diagnostico histolégico
mostrou 29/40 bexigas normais e 11/40 hiperplasicas (Tabela2). Considerando o
diagndstico pela MEV como padrao ouro, a histologia mostrou sensibilidade de 44,44%,
especificidade 86,36%, valor preditivo positivo (VPP) de 72,72%, valor preditivo
negativo (VPN) de 65,51% e acuracia de 67,5% (Tabela 3).
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FIGURA 2: Microscopia eletronica de varredura (MEV): (A) classe 1, controle (1600x, bar =
100um); (B) classe 2, 500ppm Diuron (600x, bar = 200um); (C) classe 3, 500ppm Diuron (600x,
bar = 200um); (D) classe 4, 125ppm Diuron (1200x, bar = 100um), (E) classe 5, 125ppm Diuron
(1300x, bar = 100um); (F) classe 5, 2500ppm Diuron (300x, bar = 500um).
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TABELA 2 - Comparagao do diagndstico obtido pela microscopia eletrénica de

varredura (MEV) com o histolégico, independente da dose administrada.

Bexigas Diagnostico Histologico Diagnéstico por MEV
N HS N HS
40 29 11 22 18

N: Normal; HS: Hiperplasia Simples

TABELA 3 - Avaliacao do diagnostico histologico considerando o diagnédstico

por MEV como padrao ouro.

Diagnostico o . b o
. _ Sensibilidade Especificidade  VPP? VPN®>  Acuracia
Histologico

44,44% 86,36% 72,72% 6551% 67,5%
2\/PP: Valor Preditivo Positivo; "VPN: Valor Preditivo Negativo

Foram visualizados ainda, ao microscoépio eletrénico de varredura, tanto nos
grupos tratados com Diuron independente da dose administrada, quanto no grupo
controle, a presencga de cristais isolados e alguns compactados aderidos na superficie

do urotélio (Figura 3).

FIGURA 3: Microscopia eletrbnica de varredura (MEV):

cristais isolados e cristais compactados.
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7 CONCLUSOES E DISCcUussAO

No presente estudo, a Microscopia Eletronica de Varredura mostrou ser um
método mais sensivel, confiavel e conveniente para identificar, localizar e classificar as
alteracbes citotoxicas e proliferativas das bexigas, considerando que apenas 11
bexigas foram classificadas como hiperplasicas pelo diagnéstico histolégico, contra 18
(classes 4 e 5) consideradas hiperplasicas pela MEV. Desse modo, o método
histologico apresenta sensibilidade mais baixa e boa especificidade quando comparado
a MEV, uma vez que a MEV diagnosticou mais alteragcdes que a histologia.

O resultado encontrado na MEV nas quais as doses de 125ppm e 2500ppm
provocaram alteracbes mais graves do que a dose de 500ppm, gerou em nos
questionamento com relagao ao efeito dose-resposta. Nao houve aumento linear nas
alteragdes do urotélio vesical com o aumento da dose do herbicida.

A dose de 125ppm € considerada segura pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos da America (USEPA), baseando-se em dados histolégicos por ndo
produzir alteracbes significativas no urotélio vesical. No presente estudo, a dose de
125 ppm também nao mostrou alteragdes significativas no urotélio a microscopia optica
(Nascimento et al., 2006), mas provocou alteracdes citotdxicas e regenerativas
registradas pela MEV. Estes dados podem gerar mudangas drasticas na legislagao
daquele pais quanto a segurancga do uso deste herbicida.

Os resultados encontrados na MEV, método mais sensivel do que a histologia,
vem suscitar duvidas com relacdo ao efeito dose-resposta e quanto a possiveis
problemas de execucdo do experimento. Cohen et al. 2007 tem ressaltado que a
bexiga deve ser removida enquanto o animal esta vivo e sob anestesia profunda. Se a
mesma néo for retirada rapidamente mudangas degenerativas no urotélio podem advir
de autdlise, as quais podem ser indistinguiveis da necrose relacionada ao tratamento.

No estudo de proliferagédo celular destes animais, utilizando o PCNA (antigeno
nuclear de proliferacdo celular) como marcador imunohistoquimico de proliferagédo
celular, verificou-se que, embora estatisticamente ndo diferente do grupo controle, a
dose de 125ppm mostrou indices maiores (0,44+0,84) do que a dose de 500ppm
(0,21+0,26), sugerindo que os achados da MEV podem ser consistentes (dados de

proliferagcéo ja publicados por Nascimento et al 2006 - Tabela 4).
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TABELA 4 - Efeitos do Diuron no urotélio de ratos Wistar machos apods
tratamento de 20 semanas.

Proliferagcéo Classificacao das
Bexigas® celular na bexiga alteragdes da
Grupos/Tratamento s )
(cell/cm) mucosa’ por MEV*
lor+ DP]®

Normal HS  HPN [valor= DP] 1 2 3 4 5

G1: 125 ppm Diuron 8 2 0 044 +0.84 - - - - -
G2: 500 ppm Diuron 8 2 0 0.21+0.26 - - - - -
G3: 2500 ppm Diuron 3 o0 0.87 + 1.10* 1 - 1 - 3
G4: 8.3% SNa' 5 3 2 2.73 +5.29* S

G5: Controle 10 0 0 0.27 + 0.63 1 1 1 - -

Nascimento et al. 2006

“Numero de animais: 10/grupo; HS: Hiperplasia Simples; HPN: Hiperplasia Papilifera Nodular; ®Classes 1
a 5: aumento na severidade das alteragdes da mucosas; °MEV: Microscopia Eletronica de Varredura
YNumero de animais/ grupo = 5/G3, 2/G4 e 3/G5; °DP: Desvio Padrao; 'SNa: Sacarina Sodica — controle
positivo; *Diferenca significativa do controle (*p<0,05; **p<0,005).

Diante do exposto, desse resultado ndo esperado e das questdes levantadas por
nosso grupo, quanto ao efeito dose-resposta e possiveis problemas de execugéo, um
novo experimento esta sendo executado utilizando-se das doses do atual estudo, de
doses menores e de intermediarias a maior dose, a fim de confirmar e validar o efeito
do Diuron no epitélio da bexiga. Este novo experimento sera objeto de tese de
mestrado. Assim, seria prematura a publicacdo destes dados antes da repeticdo do
estudo.

A presencga de cristais € um achado normal no sedimento urinario de ratos
(Cohen et al, 2007). Assim, ndo se pode atribuir a eles danos no urotélio, pois estes

apareceram de forma ocasional em todos os grupos.
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