BALDOMERO ANTONIO KATO DA SILVA

ANALISE DA FREQUENCIA DE APOPTOSE POS
INJECAO INTRAPULMONAR DE BENZO[A]PIRENO EM
RATOS WISTAR

CAMPO GRANDE - MS
2011



BALDOMERO ANTONIO KATO DA SILVA

ANALISE DA FREQUENCIA DE APOPTOSE POS
INJECAO INTRAPULMONAR DE BENZO[A]PIRENO EM
RATOS WISTAR

Tese submetida ao Programa de Poés-
Graduagao em Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste, da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, como parte dos
requisitos necessarios para a obten¢ao do grau
de Doutor

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Dutra Aydos

CAMPO GRANDE - MS
2011



“0O cancer é a tristeza das células”

Jayme Ovalle



A minha esposa, Ana Rachel, por tudo que representa em “nossa vida”
(singular proposital)...

Aos meus pais e irmas, pelas interminaveis ligoes...



AGRADECIMENTOS

A Deus, por permitir-nos usar alguns graos de sua sabedoria.

“O professor mediocre conta. O bom professor explica. O professor

superior demonstra. O grande professor inspira®“ (William Arthur Ward).

Meus melhores agradecimentos ao Prof. Dr. Ricardo Dutra Aydos —
orientador deste trabalho, que a seu modo soube instigar questionamentos e,

sobretudo, inspirar continuamente a investigagao cientifica.

Aos professores do Programa de P6Os-Graduagao, pela incalculavel

contribuigao intelectual.

A Profa. Dra. landara Schettert Silva, pelas intervencdes sempre
pertinentes. Meu respeito e admiragao por todo aprendizado proporcionado.

Ao “irmao” Daniel Martins Pereira, pela amizade, presenca e auxilio

constantes nos momentos mais importantes desta jornada.

A todos colegas de trabalho, pelo apoio e incentivo continuos.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 01: Caracterizagao do grupo Analise Histolégica — HE....................

Figura 02: Quantificagcdo de células em apoptose em um campo
digitalizado com o software Image ProPlus 4.5.9.29 para o grupo
CoNtrole 16 SEMEANAS. ......uuuiiiiiiiiiieieeeeee et e e e e e e e e

Figura 03: Quantificacdo de células em apoptose em um campo
digitalizado com o software Image ProPlus 4.5.9.29 para o grupo 80
MQ/KG 16 SEMANAS......cci it e e e e e e e e e eeeeaeaeeennnes

32



LISTA DE ABREVIATURAS E NOMENCLATURAS

B[a]P — Benzo[a]pireno

DNA — Acido desoxirribonucléico

HAP — Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos

HE — Hematoxilina e Eosina

MOPM — Permeabilizacdo da Membrana Externa Mitocondrial
TUNEL — TdT mediated dUTP nick end labeling



SUMARIO

RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeas viii
ABSTRACT .ot e e e e e e e e e e e e e e e e e nne s iX
1. INTRODUGAO. ..., 01
2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. CANCER DE PULMAO..........oiiieieee oo 04
2.1.1. EpIdemiologia.........coooi i 05
2.1.2. PatOgENESE......cco i 06
2.1.3. DIagnOSHiCO. .. .. 08
2.1.4. TratamentO.........uueiiiieee e 10
2.2. BENZO[AJPIRENO........oeiiiiiiieiee et 13
2.3, APOPTOSE.....c oottt e e e a e e 16
2.4, BIOMARCADORES.........otiiie et 22
3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL......cco oottt 27
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ciiioeeeeeeeeeeee e 27
4. METODO
4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL. ..ottt 28
4.1.1. Preparo Histologico — TUNEL...........e 30
4.1.2. Avaliagao da APOPLOSE......uuuuuiiieeie e 31
4.1.3 Analise EstatistiCa...........c.uuuvimiiiiiiiiii 33
5. RESULTADOS...... .ottt et e e e e e e e snnnre e e e e e enns 34
(T 0] KT of U577 Yo R 39
7. CONCLUSAO..........ooeieeeeeee ettt 43

8. REFERENCIAS. .......oooo oo e, 44



RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia da instilagao intrapulmonar de Benzo[a]pireno na
apoptose pulmonar de ratos Wistar. Métodos: Rattus norvegicus albinus,
linhagem Wistar machos foram submetidos a instilagdo intra-pulmonar da
diluicdo em alcool 70% de Benzo[a]pireno (B[a]P). Foram formados trés grupos
experimentais com 08 animais cada: Grupo Controle (alcool 70%); Grupo B[a]P
40 mg/kg; e Grupo B[a]P 80mg/kg, submetidos a eutanasia 16 e 18 semanas
apos o procedimento experimental. As secgdes pulmonares foram processadas
pelo método TUNEL e submetidas a analise histomorfométrica para
quantificacdo do numero de células apoptdticas. Resultados: Apods 16
semanas, a meédia do numero de células apoptéticas do grupo controle
(19,3£3,2) mostrou-se maior que o grupo 40mg/Kg (11,8%+1,9; p<0,01) e
80mh/Kg (7,0+1,4; p<0,01). Diferenga significante foi também observada entre
os grupos 40mg/Kg e 80mg/Kg (p<0,05). Apds 18 semanas, a média do
numero de células apoptéticas do grupo controle (18,0+2,2) mostrou-se maior
que o grupo 40mg/Kg (8,8+1,7; p<0,01) e 80mh/Kg (5,5%1,3; p<0,01). Nao foi
observada diferengca significante entre os grupos 40 e 80mg/Kg (ns).
Conclusao: A instilacdo intrapulmonar de Benzo[a]pireno induziu diminuicao
significativa da atividade apoptotica em tecido pulmonar.

Descritores:  Apoptose. Benzo[a]pireno.  Carcinogénese. Neoplasias
Pulmonares.



ABSTRACT

Purpose: To evaluate the influence of pulmonary instillation of Benzo[a]pyrene
in lung apoptosis of Wistar rats. Methods: Male Rattus norvegicus albinus,
Wistar lineage was carried through an intra-pulmonary instillation of the
Benzo[a]pyrene (B[a]P) dilution in alcohol 70%. Three experimental groups had
been formed with 08 animals each: Control Group (Alcohol 70%); B[a]P Group
40 mg/kg; e B[a]P Group 80mg/kg, submitted to euthanasia 16 and 18 weeks
after the experimental procedure. The pulmonary sections had been processed
by TUNEL method and submitted to the histomorphometric analysis to quantify
the apoptotic cell number. Results: After 16 weeks, mean of apoptotic cells
number in control group (19.31£3.2) was greater than 40mg/Kg group (11.8+1.9;
p<0.01) and 80mg/Kg group (7.0+1.4; p<0.01). Significant difference also
observed between 40mg/Kg and 80mg/Kg (p<0.05). After 18 weeks, mean of
apoptotic cells number in control group (18.0+2.2) was greater than 40mg/Kg
group (8.8+1.7; p<0.01) and 80mg/Kg group (5.5+1.3; p<0.01). Significant
difference wasn’t observed between 40mg/Kg and 80mg/Kg (ns). Conclusion:
Intra-pulmonary instillation of Benzo[a]pyrene induces significant decrease of
apoptotic activity in lung tissue.

Key words: Apoptosis. Benzo[a]pyrene. Carcinogenesis. Lung Neoplasms.



1. INTRODUGAO

O céancer de pulmdo é um dos mais prevalentes tipos de cancer no
mundo, e sua mortalidade tem permanecido elevada ha muitos anos. A
auséncia de sintomas nas fases iniciais faz com que a maioria dos pacientes
seja diagnosticada em fase metastatica da doencga, tornando a pesquisa de
instrumentos para diagnostico precoce um grande desafio para otimizagdo da

abordagem terapéutica deste tipo de céncer.

Constitui a neoplasia de maior mortalidade nos dias atuais. Segundo o
Instituto Nacional de Céancer, apresenta um aumento de 2% ao ano na sua
incidéncia mundial e soma anualmente cerca de 1,2 milhdes de novos casos.
(BARROS et al., 2006; SANGRAJRANG et. al., 2003)

A maior parte dos casos acomete individuos entre 50 e 70 anos de idade
e, embora fosse inicialmente uma doenca epidémica entre homens em nagdes
industrializadas, o cancer de pulmdo tornou-se uma doenga cada vez mais
comum entre as mulheres, devido principalmente a aceleragdo no consumo do
tabaco e a difusdo do tabagismo na populagdo feminina. Além do tabagismo,
outros fatores tradicionalmente aceitos s&o: presenga de doenga pulmonar
preexistente, exposicdo ocupacional (asbesto, uranio, cromo, agentes
alquilantes, entre outros), histéria familiar de cancer de pulmao e neoplasia
pulmonar prévia. (GUERRA, GALLO, MENDONCA, 2005, LOPES-GONZALES
et. al., 2004, World Health Organization, 2002)

O acumulo de alteragdes que ocorrem de forma espontanea ou induzida
na estrutura ou expressao de determinados genes tem um papel importante no
desenvolvimento do cancer. Essas mutagdes genéticas ocorrem continuamente
e sao reparadas pelo mecanismo de defesa celular, que exerce controle sobre
o crescimento, a laténcia e a apoptose celular. A presenga de falhas no
mecanismo de defesa, herdadas ou geradas por mutagdes, possibilita a
reproducdo de clones de células resistentes a inducéo para a fase de laténcia,
ou a apoptose e ao controle de crescimento, podendo dar origem ao
desenvolvimento de neoplasias. (MIRANDA et al., 2003, FONG et al., 2003)



A poluicdo ambiental e o habito tabagico sdo as principais fontes de
inalacdo dos agentes carcinogénicos, como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, produtos de combustdo incompleta de matéria organica difundidos
no ambiente. O benzo[a]pireno (B[a]P) € um hidrocarboneto aromatico

policiclico com extenso poder carcinogénico reconhecido.(AGEN et al., 2001)

O benzo[a]pireno é um elemento quimico encontrado no tabaco cuja
relacdo com o desenvolvimento do cancer tem sido mostrada em diversos
estudos. Sua concentragdo ocorre normalmente entre 20 e 40 ng/cigarro e
pode levar a formagao do tumor por mecanismos multifatoriais. Apds iniciadas
as reagdes a sua presenga, o B[a]P reage preferencialmente com a ligagéo
guanina nos coédons 157, 248 e 273 do gene p53 das células normais do
epitélio bronquial, e esta reagao tem sido identificada como um ponto chave na

mutagénese do cancer de pulmao. (AGEN et al., 2001)

Os efeitos mutagénicos e carcinogénicos do B[a]P tem sido bem
documentado em humanos, animais e células sistémicas de mamiferos. No
geral, esta entre os mais potentes agentes cancerigenos experimentais
conhecidos, levando a formagao de metabdlitos ativos que causam importantes
danos ao DNA. (PEl et al., 1999)

A apoptose ou morte celular programada é um processo altamente
organizado para eliminar as células danificadas ou anormais, e ocorre em
varias situagbes fisiolégicas e patoldgicas, representando um mecanismo
comum de reposigao celular e remodelagéo tecidual, estando grandemente
envolvida na manutencdo da homeostase em organismos multicelulares.
(TARAPHDAR, ROY, BHATTACHARYA, 2001; CARNEVALI et al., 2003)

Em funcdo da desregulacdo da apoptose no cancer, estudos que
definam o potencial de marcagdo da apoptose como um fator prognéstico ou
preditivo no cancer merecem especial atengédo. Adicionalmente, contribui para
a cacinogénese pela criacdo de um ambiente permissivo a instabilidade
genética e acumulacédo de mutagdes, promovendo resisténcia a destruicéo
imunoldgica e levando a desobediéncia de pontos no ciclo celular que
normalmente induziriam a apoptose. (WALASZEK, HANAUSEK, 2000)



A busca por marcadores séricos ou teciduais que permitam o
diagnostico precoce do céncer de pulmdo € uma aspiragdo antiga. Os
marcadores tumorais deveriam ser, em tese, produtos tumorais que fossem
detectados antes mesmo do desenvolvimento macroscépico do tumor,
permitindo a intervengcdo médica antes do processo de invasdo tumoral,
angiogénese e disseminagdo metastatica. Ao longo das ultimas décadas,
varios marcadores tumorais foram descritos e estudados, porém nenhum deles
conseguiu alcangar os objetivos propostos, ou seja, detecgao precoce e precisa
do tumor. (PACHECO, PASCHOAL, CARVALHO, 2002)

A despeito das implicagdes da relagdo entre apoptose e cancer, a
significancia da apoptose como um indicador biolégico das neoplasias,
especialmente como um fator progndstico, ainda ndo estda bem estabelecida.
Muitas investigagbes prévias conduzem a resultados contraditérios. Alguns
estudos demonstram que altos niveis de apoptose representam um prognaostico
ruim, outros demonstram que alta ocorréncia de apoptose levam a um bom
progndstico, e outros ndo demonstram relagado da apoptose com o progndstico
do cancer. (TANAKA et al., 1999)

Biomarcadores que definam o grau de risco de pacientes com cancer de
pulm&o ou nodulos pulmonares poderiam aumentar a capacidade de
diagndstico, complementando os estudos de imagem e reduzindo o tempo de

conclusao diagndstica para as neoplasias pulmonares. (PATZ et al., 2007)

Com base na clara necessidade de estabelecimento da identificacdo de
biomarcadores que possam prover mecanismos diagndsticos e prognosticos do
cancer de pulmao, propbs-se este estudo, intencionando-se analisar o grau de
apoptose e sua variagdo secundarias as alteragdes teciduais induzidas por

substancia conhecidamente carcinogénica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CANCER DE PULMAO

O cancer de pulmao € considerado a mais comum doenga maligna e
uma crescente causa global de ébitos. Atualmente o adenocarcinoma é o tipo
histologico mais comum em ambos o0s sexos, racgas e todas as faixas etarias, e
a despeito dos significantes avangos ocorridos nas ultimas décadas no
tratamento do cancer de pulmao, a sobrevida dos pacientes persiste pequena.
(SHAN et al., 2006; TOH et al., 2007)

Os dois principais tipos histologicos diferenciados do céancer de pulméo
sdo: carcinoma de pequenas células e carcinomas de células ndo pequenas. O
carcinoma de células ndo pequenas representa cerca de 85% dos casos de
cancer de pulmao e apresenta varios subtipos histolégicos diferentes, sendo os
mais importantes: carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma
e carcinoma de grandes células. (ROSELL et al., 2005; TARON et al., 2005;
MILLER et al., 2004)

O prognostico para ambos os tipos € pobre, sendo a sobrevida global
por cinco anos para pacientes com carcinoma de pequenas células em estagio
limitado é cerca de 20% e para pacientes com estagio extenso € menor que
1%. Em carcinomas de células ndo pequenas, a sobrevida global por cinco
anos de pacientes em estagio IA é 67% e para pacientes em estagio IlA cai
para 55%. Em pacientes no estagio IlIA da doencga, apenas 23% sobrevivem
por cinco anos apds a cirurgia, enquanto em pacientes em estagio IV a
sobrevida é menor que 1%. (ROSELL et al., 2005; DOUILLARD et al., 2007)

A classificacdo do cancer de pulmao baseada em critérios clinicos e
histopatolégicos tem poder limitado de predicdo de cura e sobrevivéncia, e
maior esforco deve ser feito na determinacdo de métodos que possibilitem

controle do cancer de pulméao utilizando caracteristicas moleculares para



caracterizagao dos tumores e provimento de predigdo mais acurada do

prognéstico e tratamento apropriado. (WANG et al., 2009)

Esforgos para aumentar esta sobrevida tem sido fortemente envidados
na quimioprevencgao, objetivando reduzir a incidéncia e mortalidade do cancer
de pulmao. Atualmente o estadiamento do cancer de pulmao é considerado o
mais simples fator prognéstico para predigdo de sobrevida do paciente. Outros
fatores prognosticos potencialmente importantes para o cancer de pulmao
incluem perda de peso, estado da funcionalidade, idade e género. (GRAY et
al., 2007; LEE et al., 2007)

2.1.1. Epidemiologia

O cancer de pulmao continua sendo o tipo de neoplasia maligna com o
maior numero de mortes em todo o mundo quando sao considerados os dois
sexos. Aproximadamente 1,2 milhdes de novos casos s&o diagnosticados a
cada ano no mundo inteiro, e cerca de 1,1 milhdes de pessoas morrem a cada
ano pela doenga. (SILVA et al., 2008; LYNCH et al., 2004)

Dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Cancer demonstram que o
cancer de pulmao € o mais comum de todos os tumores malignos do mundo,
apresentando um aumento de 2% ao ano na sua incidéncia mundial. Em areas
industrializadas observa-se um maior risco de desenvolvimento de cancer de
pulmdo quando compara-se a populacdo em geral, com presumivel
envolvimento de substancias como benzopireno, alcatrdo, carbono, benzol,
cromo e niquel suspensos na poeira, e outras substancias carcinogénicas
modificadas. (BARROS et al., 2006; MOORE et al., 2009)

A maior parte dos casos acomete individuos entre 50 e 70 anos de idade
e, embora fosse inicialmente uma doenca epidémica entre homens em nacgdes
industrializadas, o cancer de pulmao tornou-se uma doencga cada vez mais
comum entre as mulheres. O principal fator de risco € o tabagismo, que

aumenta o risco de desenvolvimento de neoplasia pulmonar de 10 a 30 vezes.



Outros fatores tradicionalmente aceitos sdo: presengca de doenga pulmonar
preexistente, exposicdo ocupacional, histéria familiar de cancer de pulméao e

neoplasia pulmonar prévia. (BARROS et al., 2006)

2.1.2. Patogénese

A principal etiologia do cancer de pulmao é a exposi¢cdo a fumacga do
cigarro. Na Europa e Estados Unidos o cancer de pulmdo em pacientes que
nunca fumaram é raro (<10% dos casos) e muitos casos nos Estados Unidos
sdo atualmente relatados por ex-tabagistas. Em n&do fumantes, o cancer de
pulm&o pode ser causado por gases toxicos, asbestos ou fatores genéticos.
(PAEZ et al., 2004; PAO et al., 2005; NELSON et al., 1999)

Embora a causa predominante do céancer de pulméo seja amplamente
conhecida (tabagismo), existem outras causas que somadas ao habito tabagico
incrementam grandemente o risco. A lista de causas ocupacionais do cancer
de pulmdao em humanos também inclui arsénico, asbesto, cromatos, éter
clorometilico, niquel, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, gas radon e
outros agentes, dentre eles os carcinogénicos gerados pela queima de
combustiveis, grandemente presente em areas urbanas. (ALBERG, FORD,
SAMET, 2007)

Nao obstante a observacdo da predominancia de causas ambientais,
existe uma substancial variacdo individual na susceptibilidade aos
carcinogénicos respiratorios. O risco para a doenga pode ser considerado pela
interrelagdo entre dois fatores: (1) exposicdo a agente etioldgico (ou protetivo),
e (2) susceptibilidade individual a este agente. (ALBERG, FORD, SAMET,
2007)

O processo da carcinogénese era descrito, até pouco tempo, como uma
progressao ordenada da célula através de trés estagios especificos: a iniciagéo
pela exposicdo a agentes genotoxicos; a promog¢ao tumoral causada pelos

agentes que estimulam a célula a se proliferar e se expandir de forma clonal,



produzindo um tumor benigno e a progressao, na qual o acumulo de danos
genéticos adicionais levam a expansé&o de células iniciadas do tumor benigno o
torna maligno. O modelo atualizado pressupde que o cancer resulta do
acumulo de alteragdes na estrutura ou expressao de certos genes vitais por
mecanismos variados, como mutag¢ao pontual induzida pelos aductos de DNA,
amplificagdo génica, translocagcdo, perda cromossdmica, recombinagéo
somatica, conversdo génica ou metilagdo do DNA. No centro deste modelo
estariam os oncogenes e 0s genes supressores de tumor que codificam
proteinas importantes para a regulacéo e controle do ciclo celular. (SANTOS et
al., 2008; WANG et al., 2009)

Anormalidade genéticas nas vias de agéo do fator de crescimento tem
sido identificadas em muitas neoplasias, incluindo cancer de pulmao. Essas
mutacgdes resultam em hiperativagao do fator de crescimento. Adicionalmente,
a expressao anormal do fator de crescimento pelas células cancerigenas
desencadeia um processo que promove liberacdo do fator de crescimento por
outras células do estroma tumoral, promovendo processos como a
angiogénese tumoral. Um evento importante no desenvolvimento do cancer de
pulmdo é a perda do controle normal da proliferagdo celular, causando
crescimento excessivo de células anormais. (HODKSON, McKINON, SETHI,
2008)

Fisiologicamente, a proliferacdo das células do epitélio brébnquico é
requerida para repor células perdidas no lumen e para reparar danos epiteliais
causados por fatores ambientais. Espécies reativas de oxigénio geradas
durante o processo inflamatério podem causar dano no DNA e
consequentemente desencadear ou acelerar um processo de carcinogénse.
(GRAY et al., 2007)

Aceita-se que a patogénese do cancer de pulmao envolva o acumulo de
varias anormalidade moleculares. Estas alteracbes levam a aquisicdo de
caracteristicas celulares que podem ser classificadas em seis eventos
funcionais: (a) a auto-suficiéncia de crescimento, devido as mutagdes no proto-
oncogene; (b) insensibilidade a atividade anti-proliferativa, resultante de
mutagdes que afetem os genes supressores tumorais; (c) desregulacdo da



apoptose pelo aumento da atividade antiapoptética ou redugao da regulagéo
molecular pro-apoptotica; (d) potencial replicativo ilimitado devido a ativagao da
telomerase; (e) angiogénese sustentada; (f) capacidade de invasao tecidual e

disseminagao a locais distantes (metastase). (PANOV, 2005)

O céncer agrega um conjunto de doengas que resultam de uma série de
alteragdes no DNA em uma unica célula ou clone da mesma levando a perda
da fungdo normal, crescimento aberrante ou descontrolado e, com frequéncia,
a metastases. Varios genes, frequentemente mutados ou perdidos, tém sido
identificados e entre eles estdo alguns proto-oncogenes e genes supressores
de tumor, cujas fungdes incluem a indugao da proliferagéo celular em situagdes
especificas e a interrupcdo da proliferacdo em células danificadas,
respectivamente. O padrédo de perdas ou mutagdes € complexo, mas na
maioria dos tumores esse evento ocorre em pelo menos um proto-oncogene e
um ou mais genes supressores de tumor na célula em questao, resultando em
uma proliferagao celular descontrolada. (ALBERG, FORD, SAMET, 2007)

2.1.3. Diagnéstico

Os mais comuns sintomas do cancer de pulmao sao indisposicao, perda
de peso e dispnéia. O diagndstico histoldégico ou citolégico do cancer de
pulmdo € usualmente obtido pela broncoscopia ou bidpsia aspirativa com
agulha. (HAN et al., 2005)

A principal razao para a elevada taxa de mortalidade em pacientes com
cancer de pulmao é o fato de que os mesmos sao diagnosticados em um
estagio avangcado da doenga, quando o tratamento raramente resulta em
sucesso. (PHILLIPS et al, 2007)

Pacientes diagnosticados quando o tumor é ainda confinado a um local
primario tem melhores perspectivas de sobrevida: cinco anos apdés o

diagndstico, enquanto que menos de 5% de pacientes com cancer em estagio



avangado sobrevivem, comparado com 60 a 80% dos pacientes com a doenca
em estagio inicial. (PHILLIPS et al, 2007)

Os métodos diagnosticos disponiveis para cancer de pulmao, incluindo
0os imaginologicos e citologicos de escarro sdo frequentemente de fraca
sensibilidade e especificidade na detecgdo da doengca em estagios iniciais.
Apenas 16% dos casos de cancer de pulmao sao descobertos antes da doenca
tornar-se avangada. (WANG et al., 2009)

O recente desenvolvimento de tecnologias de imagem baseada em
varredura, como tomografia computadorizada em espiral, tomografia por
emissao de pdsitrons, broncoscopia virtual, broncoscopia por autofluorescéncia
e microscopia confocal igualmente ndo mostrou diferenga no desfecho final da
doenca. (PHILLIPS et al, 2007)

A possivel razao para isto € que critérios morfolégicos usados em
imagens ndo s&o suficientemente sensiveis durante a fase pré-maligna do
desenvolvimento do cancer, especialmente nas pequenas células, cujo
desenvolvimento pode ocorrer sem alteragbes morfolégicas reconheciveis

como lesdes pré-neoplasicas. (PHILLIPS et al, 2007)

O conhecimento das alteragdes genéticas e protéicas tem sido tema das
abordagens moleculares da carcinogénese pulmonar na ultimas décadas.
Entretanto, desde 1970 a alta taxa de mortalidade (80 a 85%) ndo mostrou
melhora consideravel. A ineficacia das ferramentas diagnosticas em estagios
iniciais e a deficiéncia terapéutica em estagios avancados da doenga sao as
duas maiores razdes. (WANG et al., 2009)

A sobrevivéncia de pacientes com cancer de pulméo, especialmente de
pequenas ceélulas, requer deteccao precoce e tratamento efetivo. Embora os
estudos clinicos prévios de detecgdo precoce usando citologia do escarro e
radiografia toracica levem ao diagndstico mais brevemente, ndo se observou

decréscimo da mortalidade apds sua instituicdo. (PHILLIPS et al, 2007)

A maior parte dos diagndsticos é firmada quando a doenga ja se
encontra avangada localmente e/ou disseminada, uma vez que tumores iniciais

nao costumam produzir sintomas que justifiquem investigacdo. Isto indica que
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medidas de detecgao precoce sido particularmente importantes, uma vez que a
ressecgao cirurgica, que se constitui na unica abordagem terapéutica que
oferece cura potencial, é efetiva somente em estadios clinicos precoces.
(BARROS et al., 2006)

Como forma de incrementar a deteccdo precoce, a abordagem
molecular poderia ser utilizada como complemento dos estudos de imagem.
Anormalidade moleculares correlacionam-se com aspectos de comportamento
evolutivo do cancer de pulméo, e sdo muitas vezes mais sensiveis na deteccao
de lesbes malignas na fase pré-clinica do que tumores macroscopicos
revelados por imagens. (PHILLIPS et al, 2007)

2.1.4. Tratamento

O tratamento do cancer de pulmao depende do tipo histolégico, estagio
da doenca e estado geral do paciente. Para carcinomas de pequenas células, a
quimioterapia representa o principal tratamento, pois este tipo de cancer de
pulm&o € usualmente metastatico e a cirurgia € raramente indicada. A
quimioterapia mais comumente utilizada em carcinomas de pequenas células é
a combinagao de cisplatina e etoposida. A resposta a quimioterapia é superior
a 90% em pacientes com doenca de extensdo limitada, e 50 a 60% em
pacientes com doenca extensa. Em pacientes com doenca limitada,
radioterapia toracica € realizada concomitantemente a quimioterapia, e
irradiagcao cranial profilatica € recomendada em pacientes que obtém resposta
sistémica ao tratamento, pois as metastases cerebrais representam um comum
e importante sitio de recorréncia em pacientes com carcinomas de pequenas
células. (ASANO et al., 2006)

A quimioterapia, antes um tratamento de exceg¢do no carcinoma
broncogénico, é hoje em dia utilizado na maior parte dos pacientes com doenca
nao ressecavel (principalmente estadios IlIB e IV), os quais podem constituir
até 80 a 85% dos casos novos. A sua utilizagcdo como tratamento neo-
adjuvante no estadio IlIIA ampliou ainda mais o uso dos quimioterapicos.

Apesar do desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos, com melhores
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perfis de tolerancia e toxicidade, pouco se alterou em termos de mortalidade
em relacdo aos esquemas classicos baseados em platina. (PACHECO,
PASCHOAL, CARVALHO, 2002)

As modalidades aceitas para tratamento do cancer envolvem cirurgias,
radiagcdo e drogas, isoladamente ou combinadas. Agentes quimioterapicos
podem frequentemente desencadear remissdo temporaria dos sintomas,
prolongamento da vida e ocasionalmente, a cura. Uma droga antineoplasica de
sucesso deveria matar ou incapacitar as células cancerigenas sem causar
dano excessivo as células normais. Esta situacao ideal é possivel pela indugéo
da apoptose em células neoplasicas, pois o tempo de vida tanto de células
normais quanto de cancerigenas € significantemente afetado pela magnitude
da apoptose. Portanto, modular a apoptose pode ser util no manejo terapéutico
ou prevengao do cancer. A sintese ou modificagcdo das drogas conhecidas
continuam sendo um importante objeto de pesquisa. (TARAPHDAR, ROY,
BHATTACHARYA, 2001)

Em estagios iniciais do carcinoma de células ndo pequenas, a cirurgia é
a modalidade terapéutica mais importante, entretanto apenas
aproximadamente 20 a 30% dos pacientes sdo diagnosticados em um estagio
de tumor ressecavel (estagio I-lll). Em carcinomas de células ndo pequenas
avangados, pacientes em bom estado (0-1) recebem quimioterapia baseada
em platina como tratamento basico, e a resposta parcial pode ser observada
em 30 a 40% dos casos. (ENDO et al., 2005)

Resposta completa € muito rara em casos avancados de carcinoma de
células ndo pequenas. O regime terapéutico utiliza cisplatina ou carboplatina,
em combinagdo com gencitabina, paclitaxel, docetaxel, etoposida ou
vinorelbina. A quimioterapia e radioterapia podem também serem usadas como
terapias neo adjuvantes na intencédo de reduzir o tamanho do tumor antes da
cirurgia ou uma terapia adjuvante para aumento do prognéstico pés operatério.
(JANNE et al., 2006; KOSAKA et al., 2004)

O uso de terapias neo adjuvantes e quimioterapia tem mostrado
aumento na sobrevida dos pacientes. N&o obstante os avangos nas

modalidades combinadas e demais terapéuticas para o cancer de pulméo, o
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prognéstico permanece pobre e muitos efeitos colaterais tem sido
frequentemente observados. (MARCHETTI et al., 2005; MARCHETTI,
FELICIONI, BUTTITTA, 2006)

A base tedrica da quimioprevencado considera a teoria multifasica da
carcinogénese, que pode ser usada para explicar o processo da carcinogénese
pulmonar. Baseia-se no fato que a progressao das células do epitélio bronquico
para uma lesdo maligna envolve um processo multifasico com numerosas
modificagdes morfolégicas e moleculares, com progressdo do epitélio
brénquico para hiperplasia, metaplasia, displasia e carcinoma in situ, evoluindo

para carcinoma invasivo. (GRAY et al., 2007)
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2.2. BENZO[A]JPIRENO

Os HAP carcinogénicos sao conhecidos como agentes carcinogénicos
completos, pois podem induzir tumores em tecido epidérmico sem a
necessidade de intervencdes adicionais, e seu uso na produc¢ao de tumores de
pulmao experimentais em animais € relatado na literatura desde a década de
50, e foram os primeiros componentes puros de composicado conhecida
identificados como indutores de cancer em modelos experimentais. (RUBIN,
2001)

ApoOs a ativagdo metabdlica, os carcinogénicos quimicos exogenos,
como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos interagem com o DNA
formando lesbes que podem ser convertidas em mutagdes durante o processo
de replicacdo, desencadeando transformacdo maligna. Por exemplo, o
benzopireno pode ser oxidado pelo citocromo p450 para produzir epéxido, um
elemento eletrofilico muito reativo que pode se fixar a regides nucleofilicas do
DNA, resultando na formagao de adutos de DNA. (XU et al., 2007)

Além disso, a queima de combustiveis fosseis produz uma série de
substancias nocivas a saude humana, incluindo particulas de mondxido de
carbono, 6xidos de nitrogénio, 6xido de enxofre, formaldeido, matéria organica
e hidrocarbonetos policiclicos, incluindo agentes carcinogénicos como o
benzopireno. Adicionalmente, as substéncias contidas no cigarro (nicotina,
hidrocianato, formaldeido, acroleina) sdo conhecidas por causar dano ciliar,
que promove e prolonga a atividade das substancias carcinogénicas
igualmente inaladas durante habito tabagico (benzopireno e dibenzoantraceno).
(ELLEDGE et al., 2010; NOWACZYK, NOWAK, GLINSKA-SUCHOCKA, 2009)

O benzo[a]pireno € um elemento quimico encontrado no tabaco cuja
relacdo com o desenvolvimento do cancer tem sido mostrada em diversos
estudos. Sua concentragdo ocorre normalmente entre 20 e 40 ng/cigarro e
pode levar a formacédo do tumor por mecanismos multifatoriais. Apés iniciadas
as reagdes a sua presenga, o B[a]P reage preferencialmente com a ligagéo

guanina nos cédons 157, 248 e 273 do gene p53 das células normais do
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epitélio bronquial, e esta reagao tem sido identificada como um ponto chave na

mutagénese do cancer de pulmdo. (AGEN et al., 2001)

O benzopireno € um hidrocarboneto aromatico policiclico comum, e um
agente toxico ambiental presente na emissao de gases veiculares, fumaca de
cigarro, algumas comidas e poluentes ocupacionais. O benzopireno ativa vias
de transdugdo multiplas e afeta diretamente a transcricdo através dos

receptores de hidrocarbonetos aromaticos. (SADIKOVIC et al., 2008)

O benzol[a]pireno € comumente encontrado em produtos contaminantes
advindos da queima de combustiveis fésseis, especialmente carvao mineral,
bem como nos produtos de exaustdo de motores de combustdo interna. E
capaz de produzir uma ampla variedade de lesdes toxicas, incluindo a

carcinogénese em modelos experimentais. (GARRY et al., 2003)

E o composto hidrocarboneto aromatico policiclico mais estudado
atualmente. Devido a relativamente alta concentragdo ambiental e seu alto
nivel de toxicidade, resultando em maior impacto na saude que qualquer outro
hidrocarboneto aromatico policiclico identificado no ambiente, o benzopireno &
muitas vezes selecionado como um substituto de outros hidrocarbonetos no
desenvolvimento de estudos experimentais. (Toronto Agency of Public Health,
1998; SADIKOVIC et al., 2008)

A evidéncia de dano genético produzido pelo benzopireno inclui as
mutagdes genéticas, formagao e fixacdo de adutos de DNA, quebras na cadeia
do DNA, alteragdes cromossdmicas, formacdo de micronucleos, sintese nao
programada de DNA e troca de cromatides irmas. Estes efeitos sdo observados
em ceélulas bacterianas e eucaridticas, em culturas de células humanas e em

estudos in vivo em animais. (California Environmental Protection Agency, 2010)

Nos ultimos anos, diversos estudos envolvendo modelos animais de
cancer de pulmao utilizando B[a]P tém sido descritos, e a influéncia do método
de inducdo e da dose utilizada é observada como um importante componente
na carcinogénese pulmonar. (MEUISSEN, BERNS, 2005)

O benzopireno tem sido estudado em varios bioensaios de cancer em

diferentes animais de laboratério (ratos, camundongos e hamsters), para os
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quais a substancia foi administrada por via oral, via percutanea, via inalatéria
de particulas, instilagdo intratraqueal ou intrabronquial e inje¢cdo. (California
Environmental Protection Agency, 2010)

A instilagdo intratraqueal de benzopireno em hamsters e ratos resulta em
aumento de tumores na arvore respiratéria. A injecdo subcutdnea de
benzopireno induz sarcomas localizados em ratos, hamster e camundongos. A
injecao intraperitoneal em camundongos e ratos resulta em tumores localizados
nos camundongos e tumores mamarios e uterinos em ratos. A implantagédo
intrabronquial resultam em tumores localizados em ratos. Camundongos recém
nascidos que recebam o benzopireno por inje¢cao subcutanea ou intraperitoneal
desenvolvem tumores hepaticos e pulmonares. (California Environmental

Protection Agency, 2010)

Os metabdlitos celulares do benzopireno exercem uma gama de efeitos
toxicos e epigenéticos, que incluem a diminui¢cao global na metilagdo do DNA e
inibicdo da DNA metiltransferase in vitro. Adicionalmente, o benzopireno diol
epoxido desencadeia aumento da metilagdo de citocinas, sugerindo um papel
dos metabdlitos do benzopireno na desregulagcdo genética celular.
(SADIKOVIC et al., 2008)

Harrigan et al. (2004) realizaram inje¢cdo intra-pulmonar de Bj[a]P
dissolvido em acetona nas doses de 10 e 50 mg/kg em ratos Sprague-Dawley.
Vinte e quatro e quarenta e oito horas apds a injecdo, os ratos foram
sacrificados e a adesdao do B[a]P ao DNA no tecido pulmonar analisada. Os
resultados mostraram que os niveis de ades&o do carcinogénico ao DNA foram
menores apos 48 horas que nas 24 horas, indicando reagao metabdlica com

eliminagao de parte do B[a]P nos animais estudados.

Gargon et al. (2001a) demonstraram que apos instilagdo intra-traqueal
de B[a]P (3mg) ou B[a]P (3mg) associado a Fe,O3; observou-se peroxidagao
lipidica e inativagdo da superoxido dismutase (uma enzima anti-oxidativa),
indicando que esta associacdo resulta em maior formagdo de tumores
pulmonares em roedores quando comparada a instilagdo do B[a]P

isoladamente.
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2.3. APOPTOSE

O termo apoptose foi idealizado em 1972 por Kerr et al., para descrever
uma manifestagdo morfolégica de morte celular envolvendo condensacéo
nuclear. Desde esta época, o termo tem sido frequentemente utilizado na
descrigao geral de qualquer processo de morte celular programada. (HENSON,
TUDER, 2008)

Apoptose € um programa seletivo de morte celular promovido ou
suprimido por genes especificos. Eventos morfolégicos e moleculares ativam
estes elementos regulatorios, levando a fragmentagdo internucleossomal do
DNA, degeneracao das estruturas citoplasmaticas e nucleares e formagao dos
corpos apoptéticos de membrana, que sdo englobados por macrofagos
teciduais. Recentemente, o conhecimento de varios genes do ciclo celular,
proto-oncogenes, genes supressores tumorais e genes promotores da morte
celular, mostrou importante relacdo dos mesmos no crescimento, diferenciacao

e apoptose celular, bem como na progressao tumoral. (BELIZARIO, 1999)

Apoptose ou morte programada da célula € um processo de regulagao
genética no qual uma série de mudangas morfolégicas como condensagao do
nucleo e cromatina, formacdo de bolhas na membrana celular e de corpos
apoptéticos no interior da célula, resultando em morte celular. (HUSARI, et al.,
2006)

A morte celular programada € um mecanismo de delegdo de células
desconhecidas ou danificadas na manutencdo da homeostase tecidual.
Consequentemente este processo manifesta-se durante o desenvolvimento,
remodelagdo celular, inflamac&o e injuria tecidual. De fato, a morte celular
programada ocorre todo o tempo no organismo dos mamiferos, particularmente
evidente na constante remocdo (e substituicido) de células dentro do
compartimento hematopoiético. (HENSON, TUDER, 2008)

A apoptose celular tem papel essencial na homeostase e manutencao
do equilibrio entre a sobrevivéncia e morte celular. Existem duas vias principais

de deflagracdo da apoptose. Uma é a via direta de ligagado do receptor para a
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cascata da caspase, que ativa a morte celular. A ligagdo com este receptor
dispara o recrutamento de formas precursoras da capase-8, complexos
indutores da morte celular. A outra via € desencadeada por estimulos como
drogas, radiagao, agentes infecciosos e espécies reativas de oxigénio iniciadas
na mitocondria. (KUWANO, 2007)

Os mecanismos pelos quais a apoptose é induzida e regulada em
diferentes células tem recebido grande atencgédo investigativa. Em termos
simples, vias extrinsecas (por sinalizagdo dos receptores de membrana e
mediacdo pela capase 8) ou intrinsecas (envolvendo as mitocéndrias e
mediada através da capase 9) levam a ativagdo de capases “executoras”
(capases 3 e 7) que iniciam as multiplas alteragdes na célula, incluindo as
alterac¢des nucleares. (HENSON, TUDER, 2008)

Os corpos apoptéticos sdo retomados pelos macréfagos ou células
semelhantes, presumivelmente permitindo a manutengdo dos componentes
celulares e evitando a resposta inflamatéria. A apoptose € um processo ativo
que frequentemente requer nova sintese protéica. Inicialmente quando o
processo inicia-se, a célula perde caracteristicas de uma entidade morfolégica
em aproximadamente uma a duas horas. (SCAVO et al., 1998)

A apoptose tem importante papel nas doencas pulmonares. Primeiro, a
faléncia na remocado de células indesejaveis pela apotose prolonga a
inflamacéao pela liberagdo de conteudos tdxicos e atraso no processo de
reparo. Células apoptoticas podem ser rapidamente reconhecidas e digeridas
pelos fagocitos antes de liberarem seu conteudo toxico. Segundo, a apoptose
excessiva pode levar a inflamagdo e conseguintemente a fibrose pulmonar.
(KWANO, 2007)

A apoptose tem sido relacionada a uma ampla variedade de condigdes
patolégicas. O aumento da apoptose € associado a doengas isquémicas
agudas, doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, diabetes e
hepatite, e a diminuicdo da apoptose esta envolvida no cancer e doengas auto-
imunes. (BRAJUSKOVIC, 2005).
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E uma forma de morte celular claramente distinta da necrose, sendo um
fendmeno fisioldgico que ocorre espontaneamente no processo do crescimento
tecidual normal, e tem se mostrado fortemente associada aos tumores
malignos, pois as anormalidades no processo de apoptose promovem
transformagdes que contribuem a proliferagdo tumoral. A apoptose pode ser
induzida por agentes antineoplasicos e irradiagao, e anormalidades de alguns
genes que regulam a apoptose tem sido reportadas nas alteragbes de
sensibilidade de células tumorais a quimioterapia ou radioterapia. (TANAKA et
al., 1999)

Apoptose é uma forma de morte celular que ocorre sob situagbes
fisiologicas e patoldgicas severas, e representa um mecanismo comum de
reparacao celular, remodelagao tecidual e remocdo de células danificadas.
Pode ocorrer espontaneamente ou em reposta a um estimulo especifico, como
estresse por calor, radiagoes, esteroides ou estresse oxidativo. Em funcao da
implicagcao do estresse oxidativo e da apoptose em numerosos processos,
incluindo envelhecimento, inflamagéo e carcinogénese, a hipétese da relagéo
entre esses dois processos € considerada razoavel, e 0 mecanismo pelo qual a
oxidagdo pode modular as vias apoptéticas tem sido alvo de varios estudos.
(CARNEVALLI, 2003)

A apoptose € considerada um fendbmeno muito importante na
patogénese do cancer. Varios oncogenes e anti-oncogenes comumente
desregulados no cancer sao envolvidos no controle na apoptose. A diminuigdo
da fungdo normal desses genes, levando a aumento da resisténcia celular a
apoptose, € considerada uma fase importante no desenvolvimento neoplasico.
A desregulacdo da apoptose € uma caracteristica frequente das células
malignas, e representa um significante obstaculo na terapéutica do cancer

humano. (SHAN et al., 2006; GOSH, CROCKER, MORRIS, 2001)

O acumulo de células neoplasicas pode ser resultado de aumento na
proliferacdo e/ou redugcao da morte celular. A eliminacao ineficiente das células
neoplasicas pode ser uma consequéncia de alteracbes no mecanismo de
apoptose. (KAUFMANN, GORES, 2000)



19

A alteragdo genética mais comum no cancer de pulmao é a mutagao no
gene supressor de tumor p53, que é encontrado em cerca de 60% dos casos.
O gene p53 é considerado um importante guardido do genoma, que coordena
um equilibrio delicado entre a parada do ciclo celular para permitir a reparagao
de danos ao DNA e apoptose (morte celular programada ou suicidio celular) se
o dano é grave e irreparavel. (MOLLERUP, 2002)

Um método de avaliacdo da magnitude de apoptose € a observagao do
indice apoptatico (IA), obtido através do calculo da relagdo percentual entre o
numero de células com caracteristicas de apoptose € o numero de células
contadas. O indice apoptotico pode também ser utilizado como um indicador
preditivo de eficacia da quimioterapia em pacientes com cancer de pulmao de
células nao pequenas. (GIOVANETTI, 2008; HUANG, 2007)

Nos pulmbdes a barreira tumoral € principalmente representada pelo
indice apoptotico. O epitélio bronquial normal tem indice proliferativo celular
muito baixo e um grau de apoptose irrelevante. As lesdes pré cancerosas
exibem altos niveis de apoptose e alto indice de proliferagao celular, enquanto
os carcinomas pulmonares tem uma alta proliferacdo celular e baixos niveis de
apoptose. (HALAZONETIS, GORGOULIS, BARTEK, 2008)

Um alto nivel de atividade apoptotica em tumores €& geralmente
considerada como um sinal de menor crescimento tumoral e melhor
prognéstico. Entretanto, observa-se uma maior atividade apoptética em tecidos
pré-neoplasicos quando comparados a tecidos normais, indicando que tanto a
frequéncia de proliferagdo celular quanto de morte celular sdo alteradas
paralelamente as mudangas morfolégicas, bem como uma direta correlagcédo
entre a extensao da apoptose e a proliferacédo celular em fases que antecedam
a formagao do tecido neoplasico. (TORMANEN et al., 1999)

Teoricamente, a magnitude da morte celular em um tumor poderia
balancear a proliferacdo celular e assim determinar o ritmo de expansédo
tumoral e consequentemente o progndstico de sobrevida. Normalmente
espera-se que tumores com alto grau de apoptose sejam menos agressivos e

que a sobrevida de pacientes nesta situagcao seja maior que daqueles cujos
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tumores tenham baixo indice de apoptose. (GOSH, CROCKER, MORRIS,
2001)

A transformag¢ao maligna é um processo desencadeado por acumulo de
alteragdes genéticas. Ha pouco tempo atras, os oncologistas moleculares
focavam seus estudos principalmente nas vias celulares de controle da
proliferagdo, pois a doenga neoplasica era tipicamente vista como resultante de
defeitos na divisdo celular. Nos ultimos 12 anos as evidéncias sugerem que o
outro lado do equilibrio — a taxa de morte celular — € tdo importante quanto a
divisdo das células, e estudos da correlagdo entre a programagédo da morte
celular e proliferagao carcinogénica estao no foco atual da pesquisa do cancer.
Sabe-se que mutagdes e delegbes de genes responsaveis pela apoptose
desempenham papéis importantes na carcinogénese, crescimento tumoral e
regressao do tumor. (BRAJUSKOVIC, 2005)

Alteragdes no processo de apoptose sao observadas na patogénese de
uma variedade de doencas humanas. Por exemplo, o incremento da apoptose
esta envolvido na patogénese da AIDS, desordens neurodegenerativas ou
acidente vascular encefalico isquémico. Por outro lado, a reducédo da funcgao
regulatoria apoptotica tem sido relatada na progressao tumoral e no
desenvolvimento da quimioresisténcia. (CHECINSKA, 2007)

Um evento crucial na via apoptética intrinseca € a permeabilizagcao da
mitocéndria. Este processo, chamado permeabilizagdo da membrana externa
mitochondrial (MOMP), leva a liberagdo do citocromo ¢ no citosol, e constitui
um “ponto sem retorno” na via. A via pode ser pela potencializagdo ou inibicdo
da MOMP. (ARMSTRONG, 2006; VERHAGEN AND VAUX, 2002; GREEN,
2003)

Segundo Ekehdal (2007), muitos dos tratamentos anti cancer utilizados
clinicamente atuam com base na apoptose. Entretanto, resisténcia ao
tratamento quimioterapico inerente ou adqurida € um problema clinico comum,
tanto pelo menor efeito terapéutico da terapia anti cancer quanto pela
participacdo da desregulacdo da apoptose como evento necessario na

tumorigénese, e Fokkema (2006) mostrou em seu estudo que proteinas
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expressadas durante a apoptose poderiam também ser usadas como

ferramentas terapéuticas no tratamento do cancer.
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2.4. BIOMARCADORES

O termo biomarcador refere-se a qualquer molécula ou caracteristica
bioldgica que possa ser detectada e medida revelando os processos bioldgicos
normais, patogénicos ou a resposta farmacologica apos intervengao
terapéutica. Assim, tal termo deve indicar alteragbes do estado fisiologico
normal para o patolégico ou de mudangas no ambiente corporal interno ou no
meio ambiente. No campo molecular, as pesquisas focalizaram a atencao
sobre nossos genes, proteinas e moléculas ligadas ao metabolismo.
(CARVALHO et al., 2006)

Os biomarcadores tém caracteristicas passiveis de avaliacdo e
mensuragao, como indicadores de processos biolégicos normais, processos
patogénicos ou de resposta farmacolégica a uma intervencédo terapéutica.
Como tal, devem refletir mudangcas em sistemas biologicos relacionadas a
exposicdo ou aos efeitos de xenobiodticos, ou outros tipos de fatores
(essencialmente aqueles relacionados a doengas). Eles podem ser
classificados como biomarcadores de exposicdo, de efeito e de
susceptibilidade. O biomarcador ideal deve reunir as seguintes caracteristicas:
mostrar alta especificidade para o efeito de interesse; refletir o efeito desde o
inicio; ser passivel de determinagdao e analise faceis e de baixo custo; ser
analisado por técnica nao invasiva, de alta sensibilidade, no fluido biolégico
escolhido. Deve existir uma relacdo bem estabelecida entre a concentracdo do
biomarcador e a exposi¢gao ao agente, ao dano induzido e a susceptibilidade
pesquisada. (VASCONCELOS et al., 2007)

A pratica da oncologia tornar-se-ia melhor se houvesse uma forma de
predizer o desenvolvimento e ocorréncia do cancer, bem como determinar o
prognéstico da doenca apds o tratamento. Existem trés tipos de fatores
preditivos: risco, diagnostico e prognostico. Eles diferem em grau de éxito e
poder preditivo. Para risco e diagndstico, o principal fator de interesse é a
incidéncia da doenca; para progndéstico o principal resultado de interesse é o
obito. Um fator raramente € um preditor forte se isolado dos outros fatores
prognosticos. (WALASZEK, HANAUSEK, 2000)
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O crescimento tumoral pulmonar € o resultado do acumulo de multiplas
sequencias de anomalias genéticas, devido a exposi¢cado a fatores ambientais
ou mutagénicos, levando a anomalias genéticas. Cada alteragdo pode ser
classificada em etapas essenciais: a aquisi¢cdo de sinais de auto-crescimento
autébnomo, insensibilidade aos processos inibitérios do crescimento e inibigao
da apoptose. Varios sub-caminhos redundam a cada uma dessas etapas,
tornando o processo muito complexo. No entanto, algumas anormalidades sao
particularmente mais propensas na pressuposi¢ao do comportamento biolégico
do cancer em relagao ao risco de metastases e a resposta terapéutica. (PACI,
RAPICETTA, MARAMOTTI, 2010)

Estudos recentes identificaram 26 genes frequentemente modificados no
cancer de pulmao, o dobro do numero de genes implicados nesta doenca.
Muitos esforcos tem sido envidados na busca por biomarcadores no cancer de
pulm&o, buscando suprir a necessidade da deteccao precoce da doenca.
Embora 1,2 milhées de pessoas no mundo recebam anualmente diagndstico de
cancer de pulmao, apenas 16% dos casos sao detectados enquanto a doencga

ainda é localizada e possivelmente curavel. (BROWER, 2009)

Um marcador tumoral define alteracbes celulares e moleculares
presentes tanto em células normais quanto naquelas associadas a
transformagao maligna. Podem ser de dois tipos: (SILVA JUNIOR et al., 2006)

a) marcadores intermediarios ou precoces — que medem as alteragdes
celulares e moleculares antes do aparecimento do tumor. Existe grande
expectativa na detecgédo precoce de neoplasias malignas. Apesar do uso de
exames imaginologicos e citopatolégicos na detecgao precoce, a biologia
molecular tem recebido especial atencdo no diagndstico das neoplasias. As
anormalidades genéticas e epigenéticas associadas a alteragdes
histopatoldgicas vém sendo estudadas, com vistas a serem utilizadas como

biomarcadores para deteccao precoce de transformacao celular.

b) marcadores diagndsticos - presentes em associagdo com o tumor. Os
marcadores diagnodsticos sao substancias que podem ser medidas
quantitativamente por métodos bioquimicos, imunoldgicos e moleculares, nos

liquidos organicos ou nos tecidos corporais, associados a neoplasias e com o
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o6rgdo de origem. Os marcadores diagndsticos expressam diferentes
caracteristicas bioldgicas dos carcinomas brénquicos e podem ser utilizados no
manejo clinico dos pacientes, auxiliando nos processos de diagndstico,
estadiamento, avaliagdo de resposta terapéutica, deteccdo de recidivas e
progndstico. Além do mais, esses marcadores vém atualmente tomando papel
importante no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento,

direcionadas a quebrar o ciclo biolégico da progresséo tumoral.

Atualmente levantam-se importantes questdes sobre os testes de
validagado dos biomarcadores. Em primeiro lugar uma avaliagao ideal de um
biomarcador deveria ser feita com a comparagédo de um grupo tratado e um
grupo controle placebo, pois a efetividade do marcador poderia ser avaliada no
grupo sem tratamento, e seu poder progndéstico controlado na comparagéo dos
dois grupos. Em se tratando de doenga neoplasica, ensaios controlados com
grupo placebo ndo sao considerados adequados. Portanto o estudo dos
biomarcadores deve ser concentrado em comparacido de tratamentos
diferentes ou adigdo do objeto de estudo a uma terapia padrao, e isto leva a um
segundo problema, a medida que o efeito da terapia padrdo também pode ser
diferente em subgrupos submetidos a biomarcagdo. (SHEPHERD, TSAO,
2010)

Assim, a analise das alteragcbes genéticas e epigenéticas em células
tumorais como a expressao génica, regulacédo, alteracdo de mecanismos de
reparo do DNA e instabilidade gendmica representam area de importante
atividade investigativa e inovadora, que pode potencialmente produzir uma
grande quantidade de novos biomarcadores passiveis de serem utilizados em
situacgdes clinicas. (PACI, RAPICETA, MARAMOTTI, 2010)

Os biomarcadores para cancer de pulmao sao especificos em duas
categorias: mutagcdo genética e marcadores protéicos, produzidos por tumores
e detectaveis no sangue ou muco, e marcadores da resposta imune do

paciente, quando esta reflete a presenga de um tumor. (BROWER, 2009)

Para o incremento do prognéstico do cancer de pulméo é importante o
estabelecimento de marcadores biolégicos que determinem tanto o progndstico

quanto a resposta do tumor ao tratamento. Embora varios marcadores, como p-
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53 e c-myc tenham sido investigados, nenhum deles conseguiu estabelecer-se
como um marcador efetivo para o acompanhamento terapéutico. (TANAKA et
al., 1999)

Defeitos no processo de controle da apoptose podem estender a vida
celular até a expansao celular neoplasica independentemente da diviséo
celular. Adicionalmente, contribui para a carcinogénese pela criagdo de um
ambiente permissivo a instabilidade genética e acumulagcdo de mutacéo celular,
promogao de resisténcia a destruicdo imunoprogramada e desregulagdo dos
pontos do ciclo celular que normalmente induziriam apoptose. (WALASZEK,
HANAUSEK, 2000)

Esses defeitos podem também facilitar a sobrevivéncia e crescimento
celular por fatores hormonais independentes, redugdo da dependéncia ao
oxigénio e nutrientes e conferir resisténcia a citotoxidade de drogas anti-
neoplasicas e radiagdo. A elucidacdo desses mecanismos constitui uma via
para prover novos conhecimentos na biologia tumoral, revelando novas
estratégias para deteccao e combate do cancer. (WALASZEK, HANAUSEK,
2000)

O gene mais frequentemente modificado no cancer humano é o P53.
Sua fungéo € a ativagao de fatores pro-apoptoticos via mitocondrial. Este gene
é inativado em 50% dos carcinomas pulmonares de células n&o pequenas
(particularmente em carcinomas de células escamosas) e em 90% dos
carcinomas de pequenas células. A inibicdo da apoptose tem sido observada
em 10 a 30% dos pacientes com cancer de pulm&o, comparado com uma
minima detec¢do em grupos de individuos saudaveis. Mutagbes do gene proé-
apoptético € observada em 41% dos casos de tumores pulmonares, com
mutacao idéntica identificada no plasma de 73% desses casos. A despeito das
incertezas que persistem sobre sua significancia prognostica, o gene P53 é
frequentemente considerado um marcador do aumento de risco do cancer.
(PACI, RAPICETTA, MARAMOTTI, 2010)

A proliferagdo e crescimento celular sdo regulados por uma complexa
rede de fatores de crescimento e vias de transducado de sinais inibitérios do

crescimento. A interrupcdo dessas vias de sinalizacdo através de alteracdes
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genéticas, epigenéticas ou somaticas € uma importante area de pesquisa do
cancer. Crescentes evidéncias indicam que a ativagdo oncogénica de fatores
de crescimento e de suas proteinas receptoras ocorrem através de mutacoes
(oncoproteinas) que levam a ativagcdo de vias de sinalizagdo que
desencadeiam a liberacdo do suposto marcador progndstico e potenciais alvos

para o tratamento de diversos tipos de cancer. (IVANOVIC, 2005)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da inje¢cao pulmonar de benzo[a]pireno na atividade

apoptdtica pulmonar de ratos Wistar.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o tempo-resposta apos injecdo de benzo[a]pireno na
atividade apoptética pulmonar em modelos experimentais de

carcinogénese.

e Estabelecer um modelo para avaliagdo das respostas histoldgicas

e metabdlicas da carcinogénese pulmonar experimental.
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4. METODO

4.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no laboratério de fisiologia animal da
Universidade Anhanguera-Uniderp, em Campo Grande — MS, no periodo

compreendido entre os meses de fevereiro e outubro de 2009.

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

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno1 com dimensdes
de trinta e trés centimetros de largura, quarenta centimetros de profundidade e
dezessete centimetros de altura, com tampas/grades de acgo inoxidavel
contendo espaco para ragéo® e agua. Cada caixa abrigou no maximo cinco
animais. A oferta alimentar e hidrica foi realizada de forma continua, ad libitum
e substituida uma vez ao dia.

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

respeitaram as normas internacionais para experimentagao animal.

'Brasholanda®
2 Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes
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Os animais de cada grupo foram submetidos a injegéo intra-pulmonar unica
(pulmao esquerdo) via toracocentese da solugdo obtida pela diluicdo de B[a]P
cristalino 98%" (3,4-benzo[a]pireno) em alcool 70%.

As doses utilizadas no preparo da solugcdo de B[a]P foram preparadas
com pesagem e separagao em frascos estéreis com 20ml de capacidade nas
concentragdes de 40 e 80 mg/ml diluidas em alcool 70% até obtengdo de um
volume final de 10ml de solucdo, agitada até completa homogeneizagao. Para
pesagem das doses foi utilizada balan¢a milimesimal de gramaz.

A injecdo intra-pulmonar foi realizada apds sedagdo com injegao
intraperitoneal de solugdo da associacdo de Cloridrato de Xilazina® e Cloridrato
de Cetamina® (1:1) em dose de 0,01 ml/kg. Com o animal contido em dectibito
dorsal foi realizada toracocentese a esquerda na linha axilar anterior em nivel
médioesternal, utilizando-se seringa estéril de 1ml e agulha 13X4,5, introduzida
cerca de 0,8cm perpendicularmente a superficie do térax.

A eutanasia dos animais foi realizada através de injegdo letal da
associacdo de solucdo injetavel de Cloridrato de S(+) Cetamina* e Tiopental
Sadico* po estéril diluido em Solugao Fisiologica de Cloreto de Sodio a 0,9%
em concentragdo de 100mg/ml.

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

sub-xifoidea e osteotomia costal paraesternal. Antes de se proceder a

' Cy0H12 — Fluka Chemie — Sigma-Aldrich — St Louis, USA

2 Ohaus — Analytical Standard

® Sespo Ind. e Com. Ltda, Jacarei, SP

* Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP
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pleurotomia, a traquéia foi clampeada com pinga hemostatica para prevenir-se
o colabamento macigo do tecido pulmonar.

ApoOs cuidadosa resseccdo, os pulmdes foram submersos em formol
tamponado a 10% e enviados para processamento dos cortes histologicos.

Os cortes foram analisados por um profissional patologista e os achados
histopatoldgicos descritos para posterior analise. As imagens de cada campo
foram obtidas a partir de um microscépio de luz' com lente objetiva® e aumento
final de 1000X. As imagens foram captadas por uma cadmera acoplada ao

microscopio otico e transferidas para um computador.

4.1.2 Preparo histolégico — TUNEL (detegao da fragmentacao do DNA —

TUNEL in situ cell death detection kit)?

O preparo histoldgico foi feito através da seguinte sequéncia: imerséo
em Xilol | por 10 minutos, Xilol Il por 05 minutos, Xilol Il por 05 minutos, alcool
100% | por 05 minutos, alcool 100% Il por 05 minutos, alcool 95% por 05
minutos, alcool 80% por 05 minutos, alcool 70% por 05 minutos e aplicagao de

tampao fosfato (Phosphate Buffer Saline — PBS) pH 7,4 por 15 minutos.

Aplicada enzima proteolitica Proteinase K (20pg/ml em Tris-HCL 10mM
pH 7,4) e realizada hidratagdo em camara umida por 30 minutos a 37°C. Apos
hidratacdo os cortes foram circundados com Pap Pen e lavados com PBS

0,05M em trés sessdes de 05 minutos cada.

Os cortes foram incubados em solucdo permeabilizante de Triton X-100
a 0,1% em agua destilada associada a 0,1g de citrato de sédio. Apos foram

lavados em PBS 0,05M em trés sessoes de 05 minutos cada.

' ZEISS® - ICS/KSZ
2 Achromat-0,25
® Roche
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A primeira lamina (controle positivo) foi tratada com DNase por 15
minutos. A segunda lamina (reagdo) tratada com PBS 0,05M por 15 minutos. A
terceira lamina (controle negativo) foi tratada com PBS 0,05M por 15 min.

Logo apds as primeira e segunda laminas sofreram tratamento com
solugdo enzima TDT (terminal deoxynucleotidyl transferase) associada a
solugdo marcadora nucleotide mixture por 01 hora. A terceira lamina sofreu
tratamento com solugdo marcadora nucleotide mixture por 01 hora. Este

procedimento foi realizado em temperatura controlada de 37°C.

As laminas foram entao lavadas em PBS em trés sessoes de 05 minutos
cada e incubadas em solugdo POD (anti-fluorescein antibody HRP) por 30
minutos a 37°C, lavadas em PBS 0,05M em trés sessdes de 05 minutos cada e

reveladas com DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride).

Realizada nova lavagem em PBS 0,05M em trés sessdes de 05 minutos
cada, desidratagdo e montagem com sobreposi¢ao da laminula e vedagao com

esmalte.

4.1.3. Avaliagao da Apoptose

Foram estudados 24 animais, distribuidos em trés grupos de 08 animais
cada.
»= Grupo 01(controle): alcool 70% em dose aproximada de 1ml/kg.
=  Grupo 02: 40 mg/kg de benzo[a]pireno;
= Grupo 03: 80 mg/kg de benzo[a]pireno.
Os animas (04 por grupo) foram submetidos a eutanasia na décima
sexta e décima oitava semana apos a instilacdo, e os pulmdes submetidos a
técnica de coloragao em TUNEL.
As secgdes pulmonares foram entdo submetidas a analise
histomorfométrica realizada com auxilio do programa Image Pro Plus (vesao

4.5.0.29) (figuras 02 e 03).
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24 ANIMAIS
~—

Controle 40 mg/kg 80 mg/kg
08 animais 08 animais 08 animais

1 1

16 semanas 18 semanas 16 semanas 18 semanas 16 semanas 18 semanas
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
04 animais 04 animais 04 animais 04 animais 04 animais 04 animais

Figura 01: Caracterizagao do grupo Apoptose — TUNEL
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Figura 02: Quantificagéo de células em apoptose em um campo digitalizado
com o software Image ProPlus 4.5.9.29 para o grupo Controle 16 semanas.
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Figura 03: Quantificagdo de células em apoptose em um campo digitalizado
com o software Image ProPlus 4.5.9.29 para o grupo 80 mg/kg 16 semanas.
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4.1.4. Analise Estatistica

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

analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 4.0.
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ABSTRACT

Purpaose: To evaluate the influence of pulmonary mstillation of Benzo[a]pyrene in lung apoptosis of Wisfar rats. Methods: Male Rarfus
norvegicus albinus, Wistar lineage was carried through an intra-pulmonary 1nstillation of the Benzo[a]pyrene (B[a]P) dilution m alcohol
70%. Three experimental groups had been formed with 08 amimals each: Control Group (Alcohol 70%); B[a]P Group 40 mg/kg: e B[a]P
Group 80mg/kg, submitted to euthanasia 16 and 18 weeks after the experimental procedure. The pulmonary sections had been processed
by TUNEL method and submitted to the histomorphometric analysis to quantify the apoptotic cell number. Results: After 16 weeks,
mean of apoptotic cells number in control group (19.3+3.2) was greater than 40mg/Kg group (11.8+1.9; p=<0.01) and 80mg/Kg group
(7.0=1.4; p=0.01). Significant difference also observed between 40mg/Kg and 80mg/Kg (p=0.03). After 18 weeks, mean of apoptotic
cells number 1 control group (18,042 2) was greater than 40mg/Kg group (8,8+1.7; p=0,01) and 80mg/Kg group (5.5£1.3; p=0,01).
Sigmificant difference wasn 't observed between 40mg/Kg and 80mg/K g (ns). Conclusion: Intra-pulmonary instillation of Benzo[a]pyrene
induces significant decrease of apoptotic activity i lung tissue.

Keyv words: Apoptosis. Benzo(a)pyrene. Lung Neoplasms. Carcinogens. Rats.

RESUMO

Objetiva: Avaliar a influéncia da instilagfio intrapulmonar de Benzo[a]pireno na apoptose pulmonar de ratos Wistar. Métodos: Rartus
norvegicus albinus, inhagem Wistar machos foram submetidos a instilaciio intra-pulmonar da diluicéio em alcool 70% de Benzo[a]pireno
(B[a]P). Foram formados trés grupos experimentais com 08 animais cada: Grupo Controle (alcool 70%); Grupo B[a]P 40 mg/kg:
e Grupo B[a]P 80mg/kg, submetidos a eutanasia 16 e 18 semanas apos o procedimento experimental As secgdes pulmonares foram
processadas pelo método TUNEL e submetidas a analise histomorfométnica para quantificacdo do nimero de células apoptoticas.
Resultados: Apds 16 semanas, a média do niimero de células apoptoticas do grupo controle (19.3%3.2) mostrou-se maior que o grupo
40mg/Kg (11.8+1.9: p=0.01) e 80mh/Kg (7.0+1.4: p=0.01). Diferenca significante foi também observada entre os grupos 40mg/Kg
e 80mg/Kg (p=0.03). Apos 18 semanas. a média do nimero de células apoptoticas do grupo controle (18.0+2.2) mostrou-se maior
que o grupo 40mg/Kg (8.8+1.7; p=0.01) e 80mh/Kg (5.5%1.3; p=0.01). Nio fo1 observada diferenca significante entre os grupos 40
e 80mg/Kg (ns). Conclusio: A instilagio intrapulmonar de Benzo[a]pireno induziu diminuigio significativa da atividade apoptotica
em tecido pulmonar.

Descritores: Apoptose. Benzo(a)pireno. Neoplasias Pulmonares. Carcindgenos. Ratos.

'Research performed at Postgraduate Program in Heath and Development of the Central West Region, Federal University of Mato Grosso do Sul
(UFMS), Campo Grande. Brazil.
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Introduction

Lung cancer 1s one of most prevalent cancers in the world,
and its mortality 1s expected to remain very high for many vears to
come. Because lung cancer does not show any symptoms in early
stage of the disease. the majority of patients with this cancer are
diagnosed with metastasis. Searching for prognostic indicators of
lung cancer is an important clinical issuel”.

Cancer arises principally as a consequence of exposure of
individuals to carcinogenic agents in what they inhale or eat and
drink, or through exposures at their work or elsewhere. Rather
than inherited genetic characteristics, other factors play the major
roles in the etiology of cancer. These mnclude personal habits such
as tobacco use, dietary patterns, and occupational exposure to
carcinogens®.

Environmental air pollution and smoking habits are
the main sources of inhalation exposure to carcinogenic agents
such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). products of
mcomplete combustion of organic matter and are widespread in
the environment. PAHs, such benzo[a]pyrene (B[a]P). are currently
recognized as one of major classes of environmental carcinogenic
pollutants®.

Carcinogenic and mutagenic effects of B[a]P have been
well documented in humans. animals. and mammalian cell
systems. In general, B[a]P 1s among the more potent known
experimental carcinogens. Active metabolites bind covalently to
DNA and thus result in DNA damage'.

Apoptosis or programmed cell death 1s a highly organized
process to eliminate damaged or abnormal cells, and occurs under
several physiological and pathological situations, and it represents
a common mechanism of cell replacement and tissue remodeling.
It 1s mvolved 1n maintaining homeostasis 1n multicellular
organisms®’.

Apoptosts 1s characterized by nuclear and cytoplasmatic
condensation of single cells (shrinkage) followed by loss of the
nuclear membrane fragments of the nuclear matenial and cytoplasm
—apoptotic bodies. Biochemical features associated with apoptosis
include internucleosomal cleavage of DNA. leading to an a
oligonucleosomal “ladder”, phosphatidylserine externalization and
proteolytic cleavage of a number of intracellular substrates®.

Because of disregulation of apoptosis m cancer, studies
that define the potential apoptotic markers to serve as prognostic
or predictive factors m cancer are of critical importance. Defects in
the processes controlling apoptosis can extend cell life span
through neoplastic cell expansion independently of cell division.
In addition, they contribute to carcinogenesis by creating a
permissive environment for genetic mstability and accumulation
of gene mutations, promoting resistance to immune-based
destruction. and allowing disobedience of cell cycle checkpoints
that would normally induce apoptosis®.

The aim of this study was to evaluate the influence of
pulmonary wmstillation of benzo[a]pyrene in lung apoptosis of
Wistar rats.

Methods

Male Rattus norvegicus albinus, Wistar lineage 08 to 12

weeks of age were obtamed from UFMS animal colony. Animals
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were housed four per cage on hard-wood chip bedding and were
given food and purified tap water. Rats were randomized into
treatment groups and were quarantined for 2 ad libitum weeks
prior to treatment, during which time they were acclimatized to
12-h light-dark cicles.

B[a]P was suspended in alcohol 70% to obtain 40 and 80
mg/ml concentrations. Rats were anesthetized with a mixture of
ketamine and xilazine. positioned in supine and a thoracocentesis
with a 13X4.5 needle was realized in left lung.

Rats (eight per group) were given a single intrapulmo-
nary instillation of B[a]P at doses of 40 and 80 mg/kg using a 1-ml
sterile syringe that was attached to the needle. The ammals (four
by four) were killed 16 and 18 weeks after the intrapulmonary
instillation. A group of 08 rats (control) were also instilled with
alcohol 70%.

Until their sacrifice. all animals were maintamed four per
cage under controlled ambient conditions and with free access to
food and water. Rats were killed by intraperithoneal infusion of
lethal dose of sodium penthobarbital.

The pulmonary sections were processed for enzyme
terminal deoxy-nucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP mick
end labeling (TUNEL) and submutted to the histomorphometric
analysis performed with the aid of the Image Pro Plus program
(version 4.5.0.29).

Statistical evaluation was performed using Analysis of
Variance followed Tukey’s post hoc test. Student’s t test was used
for pairwise comparison. The difference was considered
significant when p=<0,03. The statistical procedures were followed
with the aid of Bioestat 5.0 statistical software. All experiments
respected the international rules for animal experimentation.

Results

Apoptotic cells number were 1dentified 1 all slices of
control and experimental groups. The apoptotic cells were identi-
fied as wrregular nuclear membrane staining. There was statistically
significant difference among all the groups when analyzed the tume
and dose-response data (p=0,001; ANOVA) (Table 1).

TABLE 1 — Mean (=sd) of apoptotic cells number in the various
animal’s groups

16 weeks | 18 weeks
Control Group 19,3432 18,0+£2,2
B[a]P 40mg/Kg Group | 11,8+1.9 8,8+1,7
B[a]P 80mg/Kg Group 7.0+1,4 5,5+1,3

Figures 1 and 2 shows the mean values (and standard
deviation) of apoptotic cell number values for the 16 and 18 weeks
of the control, 40mg/Kg and 80 mg/Kg groups.

Figure 3 shows the mean values (and standard deviation)
of groups when realized pairwise comparisons.
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p=0,54

[

22,59
20.0+
17.54
15.04 o= 0,06

12.5+

10.04

~
i

Number of apoptotic cells
o0
<

g
g

o
T

FIGURE 3 - Pairwise comparison between the control and experimental
groups

Discussion

Apoptosis has been implicated in a wide range of
pathological conditions. Decreased apoptosis 1s involved in cancer
and autoimmune disorders. Neoplastic disease was typically
envisaged as result from defects in these pathways leading to
excess cell division, and alterations of apoptotic mechanisms play
important roles in carcinogenesis and tumor growth®,

In this study, apoptotic cells were 1dentified as irregular
nuclear membrane staining 1n 400X magnification. Light
microscopic assessment 1s a standard method for apoptosis
mvestigation. However, because of small size and typically
scattered distribution of apoptotic cells and apoptotic bodies in
lung tumors. high magnification objectives are needed for
studying apoptosis on routine light microscopy™”.

Although morphological characteristics described
apoptosis. it 1s now clear that there 15 a highly complex molecular
process mmvolved. Genes mmplicated 1n animal and human carcino-
genesis are a significant regulators of the process of apoptosis®.

All the groups presented inflammatory process in lung
tissue. Garcon ef al.'® suggest that the exposition to an associated
oxidant agent to the carcinogenic ones induces greater release
of pro-inflammatory mediators. contributing to the process of
carcinogenests actrvation. Apoptosis of structural cells 1s frequently
observed in inflammatory lung diseases!™?.

Focal inflammatory areas were frequently observed in
previous studies involved experimental models of lung cancer. In
this study, apoptotic cells presence in all groups may be explained
by inflammatory process secondary to cancer induction method®.
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Repair after an acute lung mjury requires the elimination
of inflammatory cells from the alveolar airspace or alveolar wall.
Clearance of apoptotic cells has an important role in the resolution
of inflammatory lung mjury®.

The analysis of the available literature, references had not
been found on the accurate reply-dose of B[a]P enough to the
mduction of pulmonary carcinogenesis, however it observes that
at the studies which outcomes related the instillation of B[a]P to
tissular alterations, molecular or genetic i the lungs. the doses had
varied between 10mg/ke and 50mg/kg'>!*.

Benzo[alpyrene 1s often used as a model compound for
polycyclic aromatic hydrocarbon family, and has been shown to be
a potent lung carcinogen'.

The clonal cell expansion depends of proliferating lack
of control and increased incapacity of apoptosis death. Therefore,
despite greatly cancer vanability. apopfosis resistance 1s a most
important characteristic of malignant tumers'®.

The finds of this study showed that apoptosis suppression
was connected with time and dose of carcinogenic utilized.
Analysis of tumor genesis revealed that death resistance capacity
can be acquired by different mechanisms. how contact with
external soluble factors. especially carcinogenic agents'S.

Similar results were observed by Kwon er al.'” after
mtra-tracheal mjection of cadmium mto both rats lungs. Authors
observed a time-response decrease of apoptotic cells'’.

Conclusion

Intra-pulmonary mstillation of Benzo(a)pyrene mduces
significant decrease of apoptotic activity in lung tissue. Understand
apoptotic mechanism and apoptosis-signaling molecules may lead
novels strategies in lung cancer therapy.
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6. DISCUSSAO

A relagao entre hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) e cancer é
conhecida e suficientemente consagrada na literatura atual. O contato com os
HAP leva a alteragdes funcionais celulares e o desencadeamento de uma série
de eventos complexos, induzindo a inflamagao celular inicial e desregulagéo

dos mecanismos de apoptose.

Em trabalhos prévios observou-se resposta inflamatéria importante em
fases iniciais do modelo experimental, culminando com o aparecimento de
tecidos potencialmente cancerizaveis e inibicdo da atividade apoptdtica em

fases tardias da experimentacao.

Segundo Kwano et al. (2005), em modelos animais de doengas, varios
sinalizadores celulares sao envolvidos no processo de morte celular. A
apoptose secundaria a inflamagao, acompanhada da presenga de células de
protecdo parenquimatosa podem ser consideradas uma estratégia preventiva
em doencgas inflamatdrias pulmonares graves. No entanto, quando as células
do parénquima pulmonar sofrem danos severos, a reposi¢ao celular pode levar
a carcinogénese. No sentido de evitar-se esta situagdo, a inibicdo da apoptose
em estagio iniciais e a indugdo da mesma em estagio posteriores da
carcinogénese poderiam ser consideradas estratégias efetivas na prevencéao

do aparecimento de neoplasias.

Meuwissen e Berns (2005) afirma que os tumores esponténeos de
pulméo em ratos sao similares em morfologia, histopatologia e caracteristicas
moleculares dos adenocarcinomas humanos. Modelos de cancer de pulmao
em ratos podem desta forma, servir como uma valiosa ferramenta ndo apenas
para a compreensdo das bases bioldgicas desses tumores, mas também para
o desenvolvimento e validagdo de novas intervengbes e estratégias no
tratamento do cancer, bem como na identificacdo de marcadores para o
diagndstico precoce.

A escolha da injec&o intrapulmonar via toracocentese como técnica de
indugao carcinogénica no modelo experimental visou a indugdo de uma lesao

focal e localizada no tecido pulmonar dos animais utilizados. Esta metodologia,
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utilizada em trabalho previamente desenvolvido, mostrou-se eficaz para este
objetivo. Descartou-se a possibilidade de instilagdo intratraqueal do agente
carcinogénico, pela impossibilidade de definicdo do local definitivo da
deposicao deste agente. (SILVA et al., 2007)

Um outro fator a ser considerado foi a utilizagdo do pulmao esquerdo
para a injegdo do hidrocarboneto aromatico policiclico. Nos animais utilizados
neste estudo, o pulmao direito € quadrilobar, enquanto o esquerdo constitui-se
de um unico lobo, o que minimiza a possibilidade de erros durante o
procedimento de injecao intrapulmonar, bem como o risco de lesbes em outros
tecidos que ndo o parénquima pulmonar.

Em projetos pilotos prévios a experimentagdo, observou-se perda de
alguns animais em fungdo de pneumotoérax apds a toracocentese. A ocorréncia
desta complicagao foi anulada pela compresséao localizada no local de pungéo
imediatamente apos a retirada da agulha, ndo tendo sido registrada a perda de

nenhum animal durante a realizagdo do experimento final deste estudo.

Estudos experimentais sugerem que alteracbes no DNA sao fatores
importantes no desencadeamento da carcinogénese. Este estudo objetivou
estudar o potencial do benzo[a]pireno na tumorigénese pulmonar, bem como a
relacdo entre a indugcdo da carcinogénese e a resposta apoptotica celular
(YANG et al., 2008).

Nossos resultados indicam relagcdo dose-resposta e tempo-resposta
importante nas alteragdes celulares e taxa de apoptose pulmonares em

modelos experimentais de cancer de pulméo.

A apoptose tem sido relacionada a uma ampla variedade de condi¢bes
patolégicas, e sua reducdo esta envolvida na patogénese do céncer e uma
série de doencas autoimunes. As doencas neoplasicas sao tipicamente vistas
como resultados de defeitos nestas vias que levam a divisao celular excessiva,
e alteragdes dos mecanismos apoptédticos desempenham um papel importante

na carcinogénese e crescimento tumoral.

Neste estudo as células apoptéticas foram identificadas através da
coloragdo de componentes nucleares intramembranosos celulares em um
aumento de 400X. A avaliacdo por microscopia de luz tem sido o método

padrao para investigacdo da apoptose. Entretanto, devido ao tamanho limitado
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e distribuicdo tipicamente dispersa das células apoptéticas e dos corpos
apoptéticos no céncer de pulmao, algumas objetivas de ampliagcdo mais
elevadas sdo necessarias para um estudo de rotina em microscopia 6ptica.
(GAFFNEY, O’'NEILL, STAUNTON, 1995)

O desencadeamento de um processo altamente complexo envolvendo
componentes moleculares é um fato conhecido no desenvolvimento do céncer,
e segundo Taraphdar, Roy e Bhattacharya (2001), os genes implicados na
carcinogenese humana sao normalmente reguladores importantes do processo

de apoptose.

Todos os grupos apresentaram processo inflamatério no tecido
pulmonar. Gargon et al. (2001b) sugerem que a exposicdo a um agente
oxidante associado a esses cancerigeno induz a uma maior liberagdo de
mediadores proé-inflamatérios, contribuindo para o processo de ativagado da
carcinogénese, sendo a apoptose um evento frequentemente observado em

doencas inflamatérias pulmonares.

Areas focais inflamatérias foram frequentemente observadas em estudos
prévios envolvendo modelos experimentais de cancer de pulmao. Neste
estudo, a presenca de células apoptoticas em todos os grupos poder ser
explicada pelo processo inflamatério secundario ao meétodo de indugéo
carcinogénica. O reparo apés uma lesdo pulmonar aguda requer a eliminagéo
das células inflamatérias do espago alveolar e de sua parede, e a apoptose
celular tem um papel importante na resolugdo dessas injurias inflamatorias.
(KUWANO et al., 2005)

O B[a]P é um dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que
demonstra um alto poder carcinogénico pulmonar. A analise da literatura
disponivel ndo demonstra com exatiddo qual a dose resposta de
benzo[a]pireno suficiente para indugao da carcinogénese pulmonar. No entanto
observa-se que estudos relacionados com a instilagao de B[a]P utilizam doses
variando entre 10 e 50 mg/kg. (RUBIN, 2001)

A falta de controle do crescimento e incapacidade de desencadeamento
dos mecanismos de apoptose sdo elementos importantes no desenvolvimento

do cancer de pulmao. Segundo Grivicich, Regner e Rocha (2007), a despeito
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da grande variabilidade dos tipos de cancer de pulmao, a resisténcia a

apoptose € uma caracteristica comum nos tumores malignos.

A despeito dos avangos na capacidade diagnodstica e terapéutica do
cancer de pulméo, a mortalidade parece néao ter sido grandemente modificada
nas ultimas décadas. Estudos recentes tém insistido na importancia da
utilizacdo de marcadores bioldgicos e moleculares no diagndstico, delimitacéo
progndéstica e acompanhamento de pacientes com cancer de pulmao. (PATZ et
al., 2007)

Os achados deste estudo mostraram que a supressédo da apoptose foi
relacionada ao tempo e a dose utilizados de carcinogénico. A analise da
génese tumoral revelou que a capacidade de resisténcia a morte celular pode
ser adquirida por mecanismos exodgenos, especialmente o contato com agentes
cancerigenos soluveis. Resultados semelhantes foram observados por Kwon et
al. (2006) apos a injegéo intra-traqueal de cadmio em pulmdes de ratos. Os
autores observaram igualmente uma diminuicdo de células apoptoticas

condicionadas ao tempo-resposta do agente carcinogénico.
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7. CONCLUSAO

A injecdo intrapulmonar de benzo[a]pireno induziu significante
decréscimo na atividade apoptética do tecido pulmonar, observando-se
variagdo tempo e dose dependente do grau de apoptose apds a realizagao do

experimento.

O método de avaliagao utilizado para avaliagdo mostrou-se efetivo e
facilmente aplicavel na avaliagdo das respostas da atividade apoptética em

modelos experimentais.

O entendimento do mecanismo de apoptose e a detecgdo molecular
precoce da apoptose celular pode levar a novas estratégias do diagnostico e
terapéutica do cancer de pulmao.
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