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RESUMO

Palmieri JS. Proposta para um modelo experimental de carcinogénese
utilizando Benzopireno B[A]P em ratos. Campo Grande;2009. [Dissertacdo —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste estudo foi propor modelo experimental de carcinogénese induzida
por benzopireno. Para tanto, foi realizada aplicagdo subcutanea, na proporcéao de 9
mg/kg, de (B[a]P), um hidrocarboneto amplamente conhecido por seu poder de
inducdo tumoral. ApGs a realizacdo do estudo para verificacdo do grau de
proliferacdo celular em cada um dos 6rgdos atingidos pelo B[a]P (pele, figado e
pulmao), foi feita a andlise histoldgica pela coloracdo de hematoxilina e eosina (H.E).
Foram utilizados 18 exemplares, machos, adultos, com peso variando de 150 a
200g; divididos em dois grupos (controle e teste), cada um com nove animais. Apoés
procedimento experimental, foram submetidos a eutanasia com 15,30 e 45 dias. As
pecas foram cortadas e coradas por H.E e submetidas & andlise macroscoépica e
microscopica. Em todos os grupos observou-se a presenca de alteracdes
inflamatdrias, porém a analise do tecido pulmonar dos grupos experimentais revelou
alteragbes hiperplasicas de BALT. Concluiu-se neste estudo que a injecdo
subcutanea de benzopireno é um método de facil realizagdo e pode constituir um
modelo adequado de carcinogénese e que no pulmdo ocorreu lesdo pré-
carcinogénica. Hiperplasias nodulares de BALT sao consideradas por alguns autores
como possiveis lesdes pré-carcinogénicas e sugerem que a inje¢cdo subcutanea
possa constituir um modelo adequado quando utilizadas doses maiores e periodos
de observacdo mais prolongados. As principais alterag6es secundarias foram
encontradas na pele, com ulceragdo, vasos neoformados, exsudagdo, infiltrado
celular; no figado, com congestdo vascular, tumefacdo celular, exsudacao e fibras
irregulares; e no pulméo, com congestéo vascular.

Palavras-chave: Carcinogénese experimental, benzopireno, ratos.



ABSTRACT

Palmieri JS. Proposal for an experimental model of carcinogenesis using
Benzopyrene B[A]P in rats. Campo Grande;2009. [Dissertagdo — Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul].

The aim of this study was to propose an experimental model of benzopyrene-induced
carcinogenesis. In a proportion of 9 mg/kg, Bl[a]P, a hydrocarbon widely known for
its tumor-inducing characteristic, was applied subcutaneously. After analyzing the
extent of cellular proliferation in each one of the organs affected by B[a]P (skin, liver
and lung), hematoxylin and eosin (H.E) staining was used for histological assay.
Eighteen male, adult, healthy exemplars with weight ranging from 150 to 200g have
been used. They were divided into two groups (control and test), each one with
nine animals, and euthanized on days 15, 30 and 45 post application. The
fragments were sectioned, stained with H.E and then observed by macroscopy
and microscopy. Inflammatory alterations were seen in all groups, but the lung tissue
of the experimental groups presented Balt hyperplasic alterations. This study showed
that B[a]P subcutaneous application is a simple method and may constitute a
suitable model of carcinogenesis; another conclusion is that pre-carcinogenic
lesions occurred in the lungs. Some authors regard Balt nodular hyperplasia as
possible pre-carcinogenic lesions and suggest that the subcutaneous injection may
account for a proper model when used in larger doses and for longer observation
periods. The main secondary alterations were found in the skin, with ulceration,
vessel neoformation, exudation, cellular infiltrate; in the liver, with  vascular
congestion, cellular tumescence, exudation and irregular fibers; and in the lungs,

with vascular congestion.

Keywords:experimental carcinogenesis, benzopyrene, rats.
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1 INTRODUCAO

A carcinogénese é um processo multiplo que se da lentamente, podendo levar
varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor. Este
processo passa por varios estagios sendo eles a iniciacdo, promogéo, progressao
(MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

Os diferentes tipos de céncer correspondem aos varios tipos de células do
corpo. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, ele é
denominado carcinoma. Se comecga em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ou
cartilagem é chamado sarcoma. Outras caracteristicas que diferenciam os diversos
tipos de céncer entre si é a velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade
de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos ou distantes (metastases) (ORNELLAS;
LANZONI; TOLEDO, 2000; AKEMI, 2004).

Visto que essas células se dividem rapidamente, elas tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores (acUmulo de
células cancerosas) ou neoplasias malignas (PINHEIRO; FRIEDMAN; CABRAL,
2003).

Dessa forma, o cancer é reconhecidamente a moléstia que mais apreensao
tem provocado na histéria da humanidade. Os trés tratamentos classicamente
adotados contra o cancer sdo a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia (remog&o
do tecido lesado e seus arredores), que apresentam inUmeras desvantagens, por
exemplo, a desfiguracdo do paciente, com prejuizos a sua auto-estima, inidmeros
efeitos colaterais (quimioterapia e radioterapia), além de uma perspectiva de cura
nem sempre eficaz (PINHEIRO; FRIEDMAN; CABRAL, 2003; MORAIS; SCHETTINI;
CHIRANO, 2005).

Uma das substancias apontadas como um potente carcindégeno, utilizada para
esse fim em animais, tem sido o benzopireno (B[a]P), substancia que, pelo simples
contato com a regido do corpo do animal sem pélo, é capaz de induzir alteracdes

celulares que podem evoluir para uma carcinogénese (OGA, 1996).

O B[a]P é um potente agente cancerigeno formado pela combustédo

incompleta do tabaco, hulha e 6leo. Ele é encontrado no alcatrdo da fumaga do
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cigarro e pode ser um fator na relacdo entre fumo e céancer de pulmao, de laringe e
da cavidade oral, e, possivelmente, cancer de bexiga e péancreas. Ele e outros
hidrocarbonetos policiclicos arométicos estdo também presentes em carnes
fortemente grelhadas sobre carvao e em peixe defumado, assim como na atmosfera

das grandes cidades, onde podem ser poluentes do ar (OGA, 1996).

O B[a]P tem um alto poder carcinogénico. Seu metabolismo tem sido
estudado em sistemas in vitro e in vivo e sabe-se que se liga ao DNA com maior
eficiéncia em células epiteliais do que em fibroblastos, com efeito indutivo,
instalando-se em poucas horas ap6s sua aplicacdo. A ligacdo de substancias como
o B[a]P com os constituintes celulares produz freqientemente substancias
quimicamente reativas (processo conhecido como bioativagdo) responséveis pela
formacdo de inUmeros metabdlitos ativos, cuja presenca pode desencadear o inicio
de processos toxicos como mutagenicidade, carcinogenicidade e necrose (INCA,
2008).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinogénese

A carcinogénese é um processo de multiplos estagios que envolvem eventos
genotoxicos (mutacdes), bem como expressdes genéticas alteradas no momento da
transcricdo, tradugdo e pos-traducdo (eventos epigenéticos) e alteracbes na
sobrevivéncia celular (proliferagédo e apoptose) (HANAHAN; WEINBERG, 2000;
HERCEG, 2007).

Funcionalmente, o processo de carcinogénese € dividido em trés etapas:
iniciacdo, promoc¢éo e progressao. O primeiro estagio, iniciacdo, € onde ocorre uma
ou mais mutagcbes no DNA promovida pelo agente cancerigeno levando a
transformacéo celular e tornando-a potencialmente capaz de se multiplicar de modo
autbnomo. O estagio seguinte, a promocdo, ocorre depois de um periodo
prolongado de tempo de exposi¢do. A promog¢do é um processo complexo, que em
momentos iniciais é reversivel. A progressdo tumoral é considerada irreversivel e é
caracterizada pelo aumento da instabilidade gendmica e posterior progresso em
direcdo a malignidade e ao crescimento celular autdnomo. Carcinégenos completos
possuem atividade iniciadora e promotora e podem atuar em diferentes estagios no
processo carcinogénico, mas a forma de acdo varia de acordo com o produto
quimico. O conhecimento dos mecanismos de carcinogénese induzida por produtos
quimicos tem oferecido base para novas pesquisas na prevencdo ao cancer
(MILLER; MILLER, 1981).

Camundongos expostos a carcind6genos desenvolvem tumores por um
processo em multiplos estagios, muito semelhante ao do homem, sendo um modelo
experimental adequado para a pesquisa de genes de susceptibilidade ou resisténcia.
Diferentemente das popula¢cdes humanas, grande numero de familia de
camundongos pode ser analisado em estudo de linkage, o que aumenta a
probabilidade estatistica de identificar os vérios loci que controlam cada um destes

subfenétipos podem ser mapeadas em modelos de cancer murinos, desde existam
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polimorfismo funcionais nas linhagens parentais escolhidas para a analise (SOUZA,
2007).

2.2 Aspectos histologicos

Em um ambiente o rico de células inflamatérias, fatores de crescimento,
estroma ativado e agentes promotores de dano ao DNA potenciam e/ou promovem o
risco e transformacéo neoplasica de células em proliferagdo. Num quadro normal,
em resposta a injdria tissular, uma rede multifatorial de sinais quimicos inicia e
mantém uma resposta do hospedeiro destinado a curar o tecido lesado. Isto envolve
ativagdo e migracdo dirigida de leucécitos (neutréfilo, mondcito e eosindfilo) do
sistema venoso aos sitios de dano, associada a um aumento da proliferagéo celular,
enquanto o tecido regenera. A proliferacéo e inflamagédo cedem, quando o agente
agressor é removido ou o reparo estd completo. Em contraste, células em
proliferacdo que carregam o dano ao DNA ou a mutacéo (células iniciais) continuam
a proliferar em microambientes ricos em células inflamatérias e fatores de
crescimento que suportam seu desenvolvimento (DVORAK, 1986; COUSSENS,
WERSB, 2002).

Embora a relagdo entre inflamagéo, imunidade inata e desenvolvimento de
tumores seja bem aceita, muitos dos mecanismos celulares e moleculares que
mediam esta relacdo permanecem nao esclarecidos. O conceito fundamental é que
inflamag&@o associada ao reparo de lesdo é usualmente autolimitante, porque a
producdo de citocinas antiflamatérias acompanha a das citocinas pré-inflamatorias;
por outro lado, a persisténcia de fatores iniciadores, a desregulagdo ou falha dos
mecanismos requeridos para resolver a resposta inflamatéria, podem conduzir a
anormalidade como inflamagéo cronica, resultando em patogénese. Esta parece ser
a situacdo durante a progressdo neoplasica. De certa forma tumores podem ser
interpretados como lesdes que nédo se reparam (DVORAK, 1986; COUSSENS,
WERB, 2002).

Segundo Balkwill e Mantovani (2001), o componente inflamatério de um tumor
em desenvolvimento pode incluir uma populagdo diversificada de células, por
exemplo, neutrdfilos, células dendriticas, macrofagos, eosindfilos e mastdcitos bem

como linfécitos, todos capazes de produzir uma variedade de citocinas, mediadores
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citotoxicos, incluindo espécies reativas de oxigénios e serina ou cisteino proteases,
MMPs e agentes perfurante da membrana, além de mediadores de morte celular
como TNFa, interleucinas e interferons.

As células neoplasicas produzem fatores sollveis que se dirigem a maturacao
de precursores mieldides a macro6fagos. Macrofagos associados a tumores (TAM)
exercem um papel ambiguo em neoplasias: embora eles possam matar as células
neoplasicas apos ativagdo com IL-2, IFN e IL-12, a infiltracdo de macréfagos esta
intimamente relacionada a angiogénese associada ao tumor, bem como a
disseminacéo de metastases (SCHOPPMANN et., al 2002).

Segundo Di Carlo et al.,, (2001) ; Ishihara, ljima, Mastsunga (1998), os
neutréfilos PMNs, por sua vez, representam a primeira linha de defesa contra
agressdes e sdo potentes efetores da inflamagcdo. Embora em diferenciagéo
terminal, com pouca maquinaria biossintética, neutréfilos sédo capazes de produzir
consideravel quantidade de citocinas/ quimiocinas necessarias para o recrutamento,
ativacdo e resposta de células efetoras. Porem estas células fagociticas iniciam o
reparo da lesédo, servindo como uma fonte de citocinas de resposta precoce

proinflamatérias.

2.3 Caracteristicas neoplasicas na pele

Ha transformacdo maligna dos melandcitos (células produtoras de
pigmentos), € o cancer que mais cresce no mundo, nos Ultimos dez anos aumentou
20%. O melanoma é uma doenca, que se submetida a um tratamento, é curavel. As
pessoas, principalmente em paises tropicais como o Brasil, se expdem
excessivamente aos raios ultravioletas do sol, que sdo prejudiciais a epiderme
(camada superficial da pele) (BALMAIN; HARRIS, 2000).

No caso do melanoma, que mais cresce o diagnostico é feito principalmente
através de pintas preexistentes, que mostram sinais como mudangca de cor e
aspecto. Para examinar essas pintas e constatar alguma irregularidade, usa-se o
método ABCD, que significa: assimetria (A), bordas irregulares (B), cor negra ou
mista (C), e didmetro maior que 0,8 cm (D) ) (BALMAIN; HARRIS, 2000).

Segundo Grier; Robson (1976); Silva (1982); Vecchia (2005) existem trés

tipos histoldgicos de neoplasias malignas que podem se desenvolver sobre a
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cicatriz: o tipo espinocelular ou carcinoma epidermdide; o basocelular e o sarcoma,
sendo o primeiro 0 mais comum e o Ultimo mais raro.

As feridas malignas podem ser originadas de cancer priméario na pele ou de
metastases. Para o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer tem em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e os érgaos, podendo
espalhar-se para outras regides do corpo. Estas células dividem- se rapidamente,
tendendo a ser agressivas e incontrolaveis. O processo de carcinogénese, ou seja,
de formacao do cancer, em geral se da lentamente, podendo levar varios anos para
que uma célula cancerosa prolifere e de origem a um tumor visivel. Esse processo
passa por varios estagios antes de chegar ao tumor. As células alteradas passam
entdo a se comportar de forma anormal. Multiplicam - se de maneira descontrolada,
mais rapidamente do que as células normais do tecido a sua volta, invadindo-o.
Geralmente, tem capacidade para formar novos vasos sanguineos que as nutrirdo e
manterdo as atividades de crescimento descontrolado. O acumulo dessas células
forma os tumores malignos (SUCENA, 1973).

Segundo Franklin (2000), estas células tém a capacidade de se desprender
do tumor e de migrar. Invadem inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao
interior de um vaso sanguineo ou linfatico e, através desses, disseminar-se,
chegando a o6rgdos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as
metastases. Dependendo do tipo da célula do tumor, alguns ddo metastases mais
rapidas e mais precocemente, outros a fazem lentamente ou ate ndo o fazem.

Segundo Rodrigues; Camargo (1999), no século XVIIl, Percival Pott sugeriu a
participacdo do alcatrdo em tumores de pele. A confirmagéo destas suspeitas veio
com os experimentos de Yamagiwa e Ichikawa em 1915, conforme Woolf (1998). A
descoberta dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos se deu nesta época pela
destilagcéo do 3,4-benzopireno (RODRIGUES; CAMARGO, 1999).

2.4 Caracteristicas neoplasicas no figado

O céncer de figado é dividido em duas categorias: o primario do figado e o
secundéario, ou metastético (originado em outro 6rgdo e que atinge também o
figado). O termo "priméario do figado" é usado nos tumores originados no figado,

como o hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (tumor maligno primario mais
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freqUente que ocorre em mais de 80% dos casos), 0 colangiocarcinoma (que
acomete os ductos biliares dentro do figado), angiossarcoma (tumor do vaso
sanguineo) e, na crianga, o hepatoblastoma (GRIER, 1976).

A maioria dos tumores de figado ja se esparramou (metastatizou) para o
figado vindo de outros érgéos, geralmente do célon, reto, pulmdo, mama, pancreas
e estbmago. Quando um cancer se esparrama de outro lugar para o figado, as
células do cancer sdo as mesmas em ambos os lugares. Por exemplo, se o cancer
de pulmdo se alastrou para o figado, as células cancerosas no figado serdo iguais
as células cancerosas do pulméo. O figado € o lugar mais comum para os canceres
se alastrarem (ZEJMANOWIICZ, 2006).

Segundo Zejmanowiicz, (2006) h& quatro tipos principais de cancer primario
de figado. O carcinoma hepatocelular (hepatoma) se comporta de forma agressiva e
responde por aproximadamente 84% de canceres primarios de figado. O
colangiocarcinoma (cancer do canal da bile) responde por aproximadamente 13%, e
muitos fatores podem aumentar o risco de desenvolver esse cancer, inclusive os
calculos de vesicula, a inflamacgéo da vesicula biliar e, as vezes, a colite ulcerativa
cronica (uma inflamagao do intestino grosso). O angiossarcoma (hemangiosarcoma)
€ uma forma muito rara de cancer de figado. O hepatoblastoma é outro tipo raro de

cancer de figado, normalmente encontrado em criancas abaixo dos 4 anos de idade.

2.5 Caracteristicas neoplasicas no pulméo

H& muitos fatores que contribuem para o risco de cancer de pulméo, o mais
conhecido e aceito é o habito de fumar. Entretanto apenas uma pequena fracdo de
fumantes desenvolve cancer de pulmdo, o que indica uma susceptibilidade
diferencial para o desenvolvimento de neoplasias, em parte do diferencial genético
no metabolismo do carcindégeno e/ou por variagdo na capacidade de reparo do DNA.
Estudos de bases moleculares mostram que o dano genético ao epitélio respiratorio
secundario a exposicdo tabéagica persiste por décadas apdés a cessacdo do
tabagismo. Outros fatores demonstrados s&o raddnio, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, niquel, cromo, arsénio, asbestos e éter clorometilicos, alem da poluicéo
atmosfeérica cuja influencia foi demonstrada em diversos estudos (OLIVEIRA, 2002;
FONG, 2003).
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O desenvolvimento do cancer deve-se ao acumulo de alteragbes que ocorrem
de forma espontanea ou induzida na estrutura ou expresséo de determinados genes.
Essas mutagdes genéticas ocorrem continuamente e € reparada pelo mecanismo de
defesa celular, que exerce controle sobre o crescimento, a laténcia e a apoptose
celular. A presenca de falhas no mecanismo de defesa, herdadas ou geradas por
mutacdes, possibilita a reproducédo de clones de células resistentes a indugdo para a
fase de laténcia, ou a apoptose e ao controle de crescimento, podendo dar origem
ao desenvolvimento de neoplasias (MIRANDA; JAMNIK; SANTORO; UEHARA,
2003).

A carcinogénese comega com a exposicao do epitélio a um agente agressor,
resultando em dano genético, usualmente associado a leséo celular crénica. A acao
constante do agente pode resultar na transformacdo maligna da célula epitelial.
Alteracdes morfologicas pré-neoplésicas caracterizadas como hiperplasia, displasia
e carcinoma in situ podem ser observados no epitélio bronquico antes do
aparecimento do quadro clinico de cancer de pulmdo (MIRANDA; JAMNIK;
SANTORO; UEHARA, 2003).

A classificagdo de cancer de pulméo é baseada na aparéncia histologica do
tumor corado por hematoxilina e eosina. O esquema de classificacdo mais
amplamente aceito € o da Organizacdo Mundial de Saide (FRANKLIN, 2000).

As alteracBes histolégicas associadas ao desenvolvimento do cancer de
pulmdo consistem em hiperplasia de células basais, neoplasias escamosas,
displasia e carcinoma in situ. O niamero de lesdes metaplasicas escamosas e o grau
de displasia aumentam conforme o numero de cigarros consumidos. Essas relacdes
sdo mais evidentes em carcinomas celulares escamosos que derivam diretamente
de células epiteliais bronquiais, ndo estando presente em outros tipos de cancer de
pulmé&o (PONTICIELLO et al, 2000).

H& poucos modelos animais do cancer pulmonar; e um modelo animal do
tumor permite a avalia¢éo in vivo de novas drogas quimioterapicas no tratamento do
cancer de pulméo brocogénicos (ROM et al., 2000;SILVA et al,2006).

Os tumores espontaneos do pulmé@o nos ratos sao similares aos
adenocarcinomas humanos na morfologia, na histopatologia e em caracteristicas
moleculares (MEUWISSEN; BERNS, 2005; SILVA et al,2006).
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2.6 Benzopireno (B[a]P)

O B[a]P é um membro da familia do HAP usado frequentemente por ser
modelo comprovado para estudos de toxicidade do HAP; mostrou-se um
carcinogénico poderoso do pulm&o nos modelos animais do cancer pulmonar. A
carcinogénese seletiva da exposi¢do de segmento do pulméo a B[a]P pode ser uma
consequéncia de muitos fatores bioquimicos, incluindo aqueles que afetam a
absorcéo, o metabolismo e o reparo do DNA (KONG et al., 1994, SILVA, 2006).

Desde o seu isolamento do piche de carvao nos anos 30, o B[a]P, um tipo de
hidrocarboneto aromatico policiclico tem sido usado como protétipo de
carcinogénese. Ele induz uma larga escala de toxicidade, inclusive a
carcinogenicidade em animais experimentais (DESCHNER, 1974).

O BJ[a]P é citado pelo Ministério do Trabalho e Emprego do Brasil, que o
reconhece como cancerigeno no Anexo 13 da NR 15 (Norma Regulamentadora 15).
Nado se fala em “substéncia cancerigena”, apenas que “as operagbes” com
benzopireno sdo ‘“insalubres em grau maximo”, ndo se prestando qualquer
explicacdo do motivo pelo qual sdo assim classificadas. H4 mais de cem anos o
B[a]P tem sido reconhecido como cancerigeno e mutagénico (que causa mutacao,
ou seja, qualquer mudanca hereditaria no material genético do individuo)
(DESCHNER, 1974).

Azevedo e Chasin (2003) indicam, dentre alguns poluentes atmosféricos
urbanos, o benzo (a) pireno, o benzo (e) pireno, o benzo (a) antraceno e 0s
fluorantenos como agentes carcinogénicos identificados no ar urbano, indicando os
gases da exaustdo de veiculos automotores como fontes significativas de tais
poluentes. Chega a destacar que o benzo (a) pireno foi encontrado no solo das
proximidades das rodovias em elevadas concentra¢des (2.000 pg/kg).

Segundo Wong e Biswas (1985); Gerde et. al.(1997); Hetch (2000) os habitos
ambientais da poluicdo do ar e de fumo sdo as fontes principais de exposi¢cdo de
inalacdo aos agentes carcinogénicos, tais como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP). HAPs é reconhecido atualmente como uma das classes principais
de poluente carcinogénico ambiental e ocupacional, sendo encontrado em diferentes
apresentacdes e, dependendo da sua estrutura, causando distintas atividades

carcinogénicas. A relagdo quantitativa entre disposicdo, metabolismo e aderéncia
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tecidual dos HAP e outros carcinogénicos relacionados ao tabaco evocam duavidas
sobre a importancia isolada dos HAP no céncer de pulmé&o, tanto pela alta dose
necesséaria a producdo dos efeitos carcinogénicos quanto pela necessidade de
ativagdo metabdlica dos mesmos, funcao fracamente observada no tecido pulmonar.

Cohen (1977) citam as emissOes de diesel (contendo benzopireno) como
causadoras de cancer nos pulmdes e classificam o trabalho dos motoristas de
caminhdo, mecéanicos e funcionarios de garagens de 6nibus como profissdes de
risco.

Pereira Netto (2000) relatou que uma das mais representativas fontes
ambientais de HPA é a exaustdo de motores a diesel e que os grupos populacionais
mais expostos sao aqueles que residem ou trabalham em ambientes diretamente
influenciados por tais fontes. De acordo com os autores, a meia-vida (periodo de
tempo necessario para que a metade dos atomos presentes num elemento se
desintegre) do benzopireno é de 270 dias a 8 anos. Também afirmam que a
contaminagdo humana tanto pode se dar pela inalacdo, mencionando novamente a
exposicdo as emissdes dos motores diesel, quanto pela via dérmica. Finalmente,
confirmam que o benzopireno e os benzofluorantenos ja séo indicados pela IARC -
International Agency for Research on Cancer como carcinogénicos e mutagénicos.

O B[a]P € um dos HAP que se destacam na toxicologia humana. As vias de
penetragdo do benzopireno no organismo humano s&o duas: por inalacéo e pela
epiderme. Quando os trabalhadores estéo no local aplicando o asfalto quente, néo
apenas inalam esse agente quimico, mas também s&o por ele atingidos no corpo,
causando cancer de pele (FASSONI; SALLES, 1993).

O Instituto Nacional de Saude e Seguranca Ocupacional dos Efeitos
Carcinogénicos da Exposicdo a Combustdo de Diesel (National Institute for
Occupational Safety and Health Carcinogenic Effects of Exposure to Diesel Exhaust)
faz importante observagdo quanto aos efeitos combinados do diesel e das emissdes
de asfalto, uma vez que todas as maquinas pesadas que atuam nas operagfes de
pavimentacdo de ruas, avenidas e estradas fazem uso desse combustivel. Conforme
esses estudos hd aumento das emissfes de benzopireno pela combinagéo das duas
emissOes, asfalto e diesel, o que aumenta o risco de desenvolvimento de céncer
pulmonar. De fato, nas emissGes do diesel ha, dentre diversos hidrocarbonetos, a
presenca marcante dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sendo o
benzopireno um deles (NIOSH, 2001).
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Através da inducdo de uma ou mais hidroxila ao substrato, um pro-
carcinogénico, pode tornar-se um carcinogénico. Como exemplo o benzopireno e
convertido em epdxido de benzopireno, um composto altamente reativo. A maioria
dos agentes mutagénicos / carcinogénicos requer ativacdo metabdlica antes de se
ligar ao DNA, ao RNA a as proteinas. As variacdes nos processos de ativagéo e
detoxificagdo de compostos quimicos e drogas desempenham papel na formag&o do
tumor. A quantidade final de efeito carcinogénico produzido depende da acgéo
competitiva entre os mecanismos de ativagcdo e detoxificagdo, envolvendo as
enzimas que tomam parte nessa vias bioquimicas da célula (HARRIGAN, 2003).

N&o foram encontrados relatos na literatura consultada que relacione o uso do
benzopireno via cutdnea com alteracdes morfolégicas no pulmdo. Os trabalhos
relatam que os HPA sdo altamente lipossoliveis | e rapidamente absorvido pelos
pulmdes, intestinos e pele em experimento com animais, independente da rota de
administragéo (IARC, 1985; FOTH; KAHL, KAHL, 1988).Em trabalho realizado pelos
mesmos pesquisadores, o padrao de distribui¢cdo foi similar depois de administragéo
subcutanea, intravenosa e intratraqueal, tanto em ratos quanto em camundongos.
Niveis detectaveis de HPAs podem ser observados em muitos 6rgdos internos de
minuto a horas apés a administragdo. Os maiores niveis sdo encontrados no figado.
Em ratos, foi observado que entre 30 a 50% da dose oral de benzopireno foram
rapidamente absorvidas e a maior parte dos compostos foi prontamente
metabolizada no figado (efeito de primeira passagem) (FOTH; KAHL; KAHL, 1988;
WITHEY; SHEDDEN, 1993).
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3 OBJETIVOS

a, Propor modelo experimental de carcinogénese induzida por benzopireno.

b, Avaliar o efeito da inducdo do benzopireno como modelo experimental de

carcinogénese através de analises histoldgicas das lesdes.

c, Avaliar o efeito que o benzopireno causa nos 6rgéos: pele, figado e pulméo, no

modelo experimental, através de andlises histologicas.
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4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi realizado ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica em
Pesquisa com Animais/ CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), conforme certificado n°127/2006.

4.1 Local e periodo

O estudo experimental foi executado no laboratério de Cirurgia Experimental
da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal,
UNIDERP, Campus Ill, Campo Grande — MS e o procedimento histolégico no
Laboratorio de Pesquisa Tecidual e Biologia Molecular da UNIDERP em Campo

Grande — MS, durante os meses de dezembro de 2007 a janeiro de 2008.

4.2 Amostra

A amostra consistiu de 18 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos,
adultos, com peso variando de 150 a 200g, com idade de dois a trés meses
(sessenta a noventa dias), procedentes do Biotério da Universidade Federal de Mato
Grosso do sul — UFMS.

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, com tampa/grades de aco
inoxidavel contendo espaco para racdo e agua. Foi utilizada uma gaiola para cada
animal, para evitar o contanto entre si.

A oferta alimentar e hidrica foi realizada de forma continua, receberam dieta

sélida’ e a 4gua, ad libitum, substituida uma vez por dia.

1- Racdo da marca Nuvitalab CR1- Nuvital Nutrientes
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Os animais foram distribuidos em dois grupos chamados | e Il, conforme o

tempo de avaliagdo em subgrupos: 15 dias, 30 dias e 45 dias, com 3 animais cada,

foram redistribuidos.

- Grupo | (Grupo controle): 9 animais, apenas alimentados e observados até o dia da

eutanasia, nos tempos de 15,30 e 45 dias.

- Grupo Il (Grupo teste): 9 animais, submetidos a uma Unica aplicacdo de

benzopireno, com injecdo subcutanea na regido do dorso e a eutanésia ocorreu nos

tempos de 15, 30 e 45 dias apés a aplicacdo do B[a]P.

18
animais
[ |
-9 1| ) ] — 11-9
animais 15 dias 3 animais animais
— 30 dias [ 3 animais
—| 45 dias [ 3animais

15 dias [] 3 animais
30 dias [ 3 animais
45 dias [] 3 animais

Figura 1- Organograma mostrando a distribuicdo dos animais conforme grupos e

subgrupos.

4.4 Indugéo tumoral

Os animais foram submetidos & injecdo subcutanea Unica de benzopireno?

(B[a]P) na dose de 9 mg/kg, na regidao dorsal, variando-se o volume conforme peso

de cada animal.

2- SIGMA (Bioquimicos e reagentes)
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O preparo da solucéo de B[a]P foi realizado com a pesagem e separagdo em
frascos estéreis com capacidade de 10 ml. O preparo da solucdo se deu pela
diluicdo de 9 mg de B[a]P em 10 ml de solug&o fisiologica de cloreto de sédio a 0,9%
e agitados até completa homogeneizagdo. Para pesagem das doses foi utilizada
balanca milimesimal de grama Ohaus- Analytical Standard.

A injecdo subcuténea foi realizada logo apoés tricotomia na regido do dorso

com tamanho de 2cm?. Para este procedimento nao foi utilizado anestésico.

4.5 Eutanésia e preparo das pecas para analise histologica

A eutandsia, dos animais foi realizada mediante dose letal de tiopental sodico
(Cristalia — produtos quimicos e farmacéuticos Ltda. — Campinas) po estéril diluido
em solucdo fisioldgica de cloreto de sodio a 0,9% , por via intraperitoneal 150mg/kg,

A retirada de amostras de pele (2 cm® e de 6rgdos foi realizada com os
animais posicionados e fixados em decubito dorsal, apds constatacéo de ébito.

As pecas foram identificadas (data da eutanasia, nimero do animal e grupo),
colocadas em cassetes e fixadas em formol a 10% por um periodo de 24 horas apos
0 processo de retirada.

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

Posteriormente as pegas foram submersas em 02 sessdes de 01 hora cada
em xilol, seguida de imerséo em parafina | durante 02 horas, parafina Il durante 02
horas e emblocamento com parafina histologica acrescida de 20% de cera de abelha
em 02 sessOes de 2,05 minutos.

Os blocos foram cortados com navalha de 04 micras, 0os cortes resultantes
foram colocados em laminas e posteriormente em estufa a 60°C por
aproximadamente 12 horas.

ApoOs a desparafinizagdo, os cortes sofreram coloragdo com hematoxilina
eosina (HE). Inicialmente as laminas foram submersas durante 02 minutos em xilol I,

seguido de 02 minutos em xilol Il, hidratadas com imerséo por 1,5 minutos em alcool
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etilico a 80%; 1,5 minutos em alcool etilico a 70%; 02 minutos em agua e imersas
em hematoxilina por 1,5 minutos.

O processo de desidratacdo foi realizado com imersdo em agua seguida de
imersdo por 04 minutos em eosina. Foram realizadas sessdes de imersdo com
duracédo de 1,5 minuto em &lcool etilico a 80%; 90%; e 03 sessbes em alcool etilico
absoluto. Novamente banho de xilol | duragdo de 01 minuto, banho de xilol Il
duragéo 01 minuto e imersdo em Xilol Il durante aproximadamente 20 minutos.

Os cortes foram analisados por um profissional patologista e os achados
histolégicos descritos para posterior anélise. As imagens foram analisadas e depois
capturadas em microscopio Carl Zeiss acoplado a uma microcadmera Sansung
conectada a um computador com placa de captura de imagens e o software

IMAGELAB pertencente ao laboratério de Pesquisa Tecidual e Biologia Molecular.

4.6 Anédlise histopatologia

Para a descri¢cdo dos resultados, as andlises foram distribuidas em avaliacao
macroscopica e microscopica da pele, figado e pulméo.

Para tanto foram definidos como critérios macroscopicos e microscopicos
para cada 6rgdo, conforme presenca e auséncia, apresentados nos quadros 1 a 6,
configurando o protocolo de anotagcédo dos resultados para cada animal, ao término

do tempo para cada grupo.

Quadro 1- Alteragdes macroscopicas avaliadas no término do periodo para cada
grupo, conforme presenca e auséncia, observadas e anotadas em protocolo para

cada animal na pele.

Aspecto macroscépico | Presente (+) Ausente (-)

Ulceragdo local

Estrutura exposta

Crosta

Exsudagéo

Evolugéo da cicatriz

Tecido de granulagao
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Quadro 2- Altera¢des microscopicas, avaliadas no término do periodo para cada

grupo, conforme presenca e auséncia, observadas e anotadas em protocolo para

cada animal na pele.

Aspecto microscopico

Presente (+)

Ausente (-)

Ulceragéo

Tecido de granulagéo

Vasos neoformados

Acantose

Exsudacéo

Infiltrado celular

Macrofagos

Fibroblastos

Quadro 3- Alteragbes macroscopicas, avaliadas no término do periodo para cada

grupo, conforme presenga e auséncia, observadas e anotadas em protocolo para o

figado de cada animal.

Aspecto macroscépico

Presente (+)

Ausente (-)

Pontos nodulares

Deformidade

Quadro 4- Alteracdes microscopicas, avaliadas no término do periodo para cada

grupo, conforme presenga e auséncia, observadas e anotadas em protocolo para o

figado de cada animal.

Aspecto microscopico

Presente (+)

Ausente (-)

Congestao

Tumefacéo

Exudacéo

Esteatose

Carcinoma hepatocelular
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Quadro 5- Alteragbes macroscopicas, avaliadas no término do periodo para cada

grupo, conforme presenga e auséncia, observadas e anotadas em protocolo para o

pulméo de cada animal.

Aspecto macroscépico

Presente (+)

Ausente (-)

Alteragédo do tamanho

Pontos pretos

Quadro 6- Altera¢cdes microscopicas, avaliadas no término do periodo para cada

grupo, conforme presenga e auséncia, observadas e anotadas em protocolo para o

pulméo de cada animal.

Aspecto microscoépico

Presente (+)

Ausente (-)

Alvéolos aerados

Septos inter alveolares

Congestéao vascular

Hiperplasia de BALT
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Os resultados que foram observados foram tabelados conforme presenca ou

auséncia dos parametros que caracterizaram as alteragdes encontradas nas

analises macro e microscoépicas da pele, estdo apresentados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1- Presenca ou auséncia das alteragcbes macroscoOpicas encontradas na pele

dos ratos 1, 2 e 3, dos grupos | e Il aos 15, 30 e 45 dias.

Grupo | Grupo Il

Aspecto macroscopico 15 dias 30dias 45dias 15dias 30dias 45 dias
1 2312312312312 3123

Ulceracéao local - . - o o o+ o+ o+ o+ o+ - -
Estrutura exposta T
Crosta T T S S
Exsudagéao T T I T S
Evolugéo da cicatriz S e e .o oo oo+ o+
Tecido de granulagao e

(+): presenca da alteragéo
(- ): auséncia da alteracao

Figura 2- Fotografia mostrando o aspecto da cicatriz do local de aplicacdo do B[a]P;

15dias(A), 30 dias (B)e 45 dias (C e D).
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Tabela 2 - Presenca ou auséncia das altera¢cdes microscopicas encontradas na pele

dos ratos 1, 2 e 3, dos grupos | e Il aos 15, 30 e 45 dias.

Grupo | Grupo Il

Aspecto microscopico 15 dias 30dias 45dias 15dias 30 dias 45 dias
1 2312312312312 3123

Ulceracao T TR . S T T T S

1

1

1

1

1

1

1

1

1
+
+
+
+
+
+

1

1

1

Tecido de granulagéo

Vasos neoformados T s T S e
Acantose e L
Exsudacéo e e e 1
Infiltrado celular e
Macréfagos e
Fibroblastos - - . ..o oo oo oo+ o+ o+

(+): presenca da alteragéo
(-): auséncia da alteragcao

Apresenta-se na tabela 2 a presenca ou auséncia de caracteristicas
observadas histopatologicamente, onde no grupo 1 ndo ha qualquer incidéncia de
tais alteragbes ja que os animais foram apenas alimentados e observados até o dia
da eutanésia, nos tempos de 15,30 e 45 dias.

No grupo Il, dada a evolucédo da leséo e a cicatrizagcdo da mesma, na
observacgéo feita nos 15 dias de evolugéo, considera-se compativel a incidéncia de
ulceracdo em todos os animais, tecido de granulagdo, exsudagdo e
neovascularizacdo até os 30 dias, pois também estes pardmetros séo observados
durante o processo de cicatrizacdo. O B[a]P foi diluido em substancia inerte,
restando a responsabilidade pelas demais alteragdes caracteristicas de lesédo em
processo de cicatrizagdo, causada pelo proprio quimico.

Nado ha evidéncia de que a observacdo dos parametros macro e
microscopicos possam caracterizar um relato neoplasico, no entanto como o B[a]P é
reconhecido como carcinégeno, a avaliagdo das alteragbes nos demais 0Orgéao

poderdo mostrar que durante este processo, houve efeito carcinogénico.
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Segundo Kong et al. (1994), o B[a]P constitui um dos mais estudados HAP,
por ser comumente encontrado em produtos contaminastes advindos da queimada
de combustivel fésseis, especialmente carvdo 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 animais.

Para a observacdo das alteragdes histoldégicas caracterizadas pelos
parametros definidos considera-se importante a visualizagdo das mesmas estruturas

gue se apresentam sem alteracdes, conforme a figura 3.

Figura 3- Fotomicrografia da pele de ratos Wistar com aspecto normal (Controle)
animal . A - Visdo geral da epiderme (e) e derme (d). B - todas as camada epiderme
C e D - aspecto habitual da derme mostrando as fibras colagenas (fc), fibroblastos
(c) e vascularizagéo (v). HE. A e B 100x ,C e D 400x.

A figura 4 mostra as alteragces na pele ap6s 15 dias de exposicédo ao B[a]P,
area de ulceracdo da epiderme revestida por crosta fibrinoleucocitaria. Na derme
subjacente a crosta, notou-se a presenca de tecido de granulacao inicial constituido

por vasos capilares neoformados com luz irregular revestida por endotélio
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proeminente. Verificou-se, ainda, exsudacdo neutrofilica importante e discreto

deposito de colageno, mostradas nas tabelas 1 e 2.

Figura 4 — Fotomicrografia da pele de ratos Wistar com 15 dias apés a aplicacdo de
benzopireno na proporcdo de 9 mg/kg animal 2. A) - restos de neutrdfilos e necrose
formando uma crosta fibrinoleucocitaria (cfl). B) numerosos vasos neo-formados
(seta). C e D) vasos neo-formados revestidos por endotélio proeminente (seta). HE.
A, C e D 400x; B 100x.

A figura 5 mostra as altera¢des na pele apds 30 dias de exposi¢éo ao B[a]P,
observaram-se aumento da camada espinhosa da epiderme (acantose) em relacéo
ao controle e alguns ninhos dérmicos. Na derme subjacente notou-se tecido de
granulacdo mais tardio constituido por vasos neoformados, mostrando endotélio de
aspecto habitual. Foram observados, ainda, discreta exsudagdo neutrofilica e
infiltrado de células mononucleares com predominancia de macréfagos, alguns com
pigmentos de hemosiderina intracitoplasmatico. Havia, também, proliferacéo
fibroblastica e depdsito de coladgeno, mostradas nas tabelas 1 e 2.

Segundo Balkwill e Mantovani (2001), o componente inflamatério de um tumor

em desenvolvimento pode incluir diversas células, por exemplo, neutréfilos, células
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dendriticas , macréfagos, eosiofilos e mastdcitos bem como linfécitos, todos capazes
de produzir uma variedade de citocinas , mediadores citotdxicos, incluindo espécies
reativas de oxigénio e serina ou cisteinoas, proteases, MMPs e agentes perfurantes
de membrana, alem de mediadores de morte celular, interleucinas e interferons.

Segundo Scopppmann et al.(2002)os macréfagos associados a tumores
exercem um papel ambiguo em neoplasias, a infiltragcdo de macrofagoa esta
intimamente relacionada a angiogénese associada ao tumor, bem como a
disseminacdo de metastases.

Segundo Di Carlos et al,.(2001) e Ishihara, ljima e Matsunaga, (1998)os
neutrdfilos representam a primeira linha de defesa contra agressdes e sao potentes

efetores da inflamacgéo.

Figura 5 — Fotomicrografia da pele de ratos Wistar com 30 dias apés a aplicacdo de
benzopireno na propor¢do de 9 mg/kg , animal 2. A e B) &reas de acantose (seta)
evidenciando uma discreta hiperplasia de células epiteliais. C) Infiltrado inflamatério
misto: neutrdfilos e linfécitos (inf). Macréfago com pigmento intracitoplasmatico (m).
D) vasos neoformados com endotélio de aspecto habitual (v). HE/100x A e C; 400x
B eD.
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A figura 6 mostra as alteragdes na pele apds 45 dias de exposi¢do ao B[a]P, a
pele encontrava-se integra, cicatrizada, com discreto aumento de camadas de
células. Na derme subjacente predominava importante depoésito de colageno
acompanhado de discreto infiltrado mononuclear, configurando um processo de
cicatrizagcdo, mostradas nas tabelas 1 e 2. Mesmo a presenca de vasos revestidos
por endotélio (setas) proeminente e ao redor, fibroblastos ainda ndo se considera
caracteristicamente a neoplasia, pois conforme Botelho et al (2007), o Vascular
Endotelial Growth Factor (VEGF) tem atividade mitogénica, estimula a migracdo
celular, a angiogénese e a permeabilidade vascular que podem ser importantes para
a carcinogénese em diversos 6rgaos e glandulas marcacdo esta, ndo realizada

neste experimento.

Figura 6 — Fotomicrografia da pele de ratos Wistar com 45 dias apés a aplicacdo de
benzopireno na proporcdo de 9 mg/kg, animal 1. A) pele exibindo depdsito de
colageno (dc) na derme. B e C) Epiderme integra, retificada (seta). D) vaso revestido
por endotélio (setas) proeminente e ao redor, fibroblastos (f). HE/ A e B, 100x; C e D,
400x.
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Nas tabelas 3 e 4, apresentam-se 0s parametros observados macro e
microscopicamente no figado dos ratos 1, 2 e 3, aos 15, 30 e 45 dias.
Tabela 3 - Presenga ou auséncia das alteragdes macroscopicas encontradas no

figado dos ratos 1, 2 e 3, dos grupos | e Il aos 15, 30 e 45 dias.

Grupo | Grupo Il

Aspecto macroscopico 15 dias 30 dias 45dias 15dias 30dias 45 dias
1 2312312312312 3123

Pontos nodulares e T R S

Deformidade L T

(+): presenca da alteragéo
(-): auséncia da alteragéo

Tabela 4- Presenca ou auséncia das alteragBes microscopicas encontradas no

figado dos ratos 1, 2 e 3, dos grupos | e Il aos 15, 30 e 45 dias.

Grupo | Grupo Il
Aspecto 15dias 30dias 45dias 15dias 30dias 45 dias
microscopico 1 2312312312312 23123
Congestéo T T T T S S S S S S I
Tumefagéo e T SR S S N S S R S
Exudacéao e .
Esteatose e

Carcinoma

Hepatocelular

(+): presenca da alteragéo
(- ): auséncia da alteracao

No grupo I, observa-se congestdo vascular e tumefagdo dos 15 aos 45 dias
comum para todos os animais, com 15 dias ainda observamos exudagéo, aos 30 dia
encontramos pontos nodulares, deformidades e exudagéo, aos 45 dias encontramos
esteatose.

Tipos de lesBes celulares no figado, tumefacdo celular, esteatose, necrose

(coagulativa, de liquefagéo e caseosa) e apoptose (KUMAR , 1994).
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A figura 7 mostra o aspecto normal do figado.

Figura 7 — Fotomicrografia do figado de ratos Wistar com aspecto normal (Controle)
animal 3. A e B. HE/400x.

A figura 8 mostra as alteragfes no figado apds 15 dias de exposicdo ao B[a]P,
apresentou congestdo vascular em sinusoides e em vasos maiores, tumefacao
celular dos hepatdcitos. No entanto, a arquitetura hexagonal do tecido foi mantida
mostradas nas tabelas 3 e 4.

Segundo, Silva, (1989), Sebe, (1999), Miranda, (2004) a Congestao vascular
dos sinusoides hepaticos reflete uma resisténcia a circulagédo sangiinea traduzindo
um processo de edema e obstrugdo vascular intra-parenquimatosa. A presenca de
hemacias extravasadas nos sinuséides pode estar associada a uma vaso dilatacéo
como conseqléncia de um processo inflamatério na sua fase inicial ou de uma

solugéo de continuidade vascular, consequéncia de lesdo endotelial.

Figura 8 — Fotomicrografia do figado de ratos Wistar com 15 dias apos a aplicacdo
de benzopireno na propor¢ao de 9 mg/kg animal 2. A) Congestao Vascular(seta) ;B)
Area de tumefacéo celular (seta). HE/400x A e B.
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A figura 9 mostra as alteragfes no figado apds 30 dias de exposicdo ao B[a]P,
tumefagdo celular diminuiu e a congestdo vascular é ainda observada nos vasos

maiores. A arquitetura hexagonal foi mantida, mostradas nas tabelas 3 e 4.

Figura 9 — Fotomicrografia do figado de ratos Wistar com 30 dias apos a aplicacdo
de benzopireno na propor¢ao de 9 mg/kg animal 2. A)Congestdo vascular(seta); B)
Area de tumefacéo celular (seta). HE/400x. A e B.

A figura 10 mostra as alteracdes no figado ap6s 45 dias de exposicdo ao
B[a]P, o aspecto anterior se repete, acrescido de discreta esteatose, mostradas nas
tabelas 3 e 4.

Segundo Foth, Kahl, Kahl, (1988) e Withey, Shedden, (1993) niveis
detectaveis de HPAs podem ser observados em muitos 6rgaos internos de minuto a
horas ap6s a administracdo. Os maiores niveis sdo encontrados no figado. Em
ratos, foi observado que entre 30 a 50% da dose oral de benzopireno foram
rapidamente absorvidas e a maior parte dos compostos foi prontamente
metabolizada no figado (efeito de primeira passagem).

R AT T ST AT WA o fh

Figura 10 — Fotomicrografia do figado de ratos Wistar com 45 dias apos a aplicagédo
de benzopireno na propor¢do de 9 mg/kg animal 3. A) Area de tumefacéo celular
(seta). B) Esteatose -vacuolos e gordura intracitoplasmatica (seta) . HE/400x A e B.
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Nas tabelas 5 e 6, apresentam-se 0s parametros observados macro e

microscopicamente no pulméo dos ratos 1, 2 e 3, aos 15, 30 e 45 dias.

Tabela 5- Presenca ou auséncia das alteracbes macroscopicas encontradas no

pulméo dos ratos 1, 2 e 3, dos grupos | e Il aos 15, 30 e 45 dias.

Grupo |

Grupo Il

Aspecto macroscépico 15 dias

30 dias

45 dias

15 dias

30 dias

45 dias

1 2312312312312 3123

Alteracdo do tamanho -

Pontos pretos -

+ + 4+

+ + 4+ + + + + + 4+

(+): presenca da alteragéo
(-): auséncia da alteragéo

Tabela 6- Presenca ou auséncia das alteragBes microscopicas encontradas no

pulméo dos ratos 1, 2 e 3, dos grupos | e 1l aos 15, 30 e 45 dias.

Grupo | Grupo Il

Aspecto microscopico 15 dias 30dias 45dias 15dias 30dias 45 dias

1231 2312312312312 3
Alvéolos aerados + + + + 4+ + + + + + + + 4+ + + + + +
Septos inter + + + + + + + 4+ + + + + + + + + + +
alveolares
Congestéo vascular T T T e S S S
Hiperplasiade BALT - - - - - - - - - - - - - - - + + +

(+): presenca da alteragéo
(-): auséncia da alteragéo

Apresenta-se na tabela 6 a presenca ou auséncia de caracteristicas

observadas histopatologicamente, onde no grupo | ndo ha qualquer incidéncia de

tais alteragcbes ja que os animais foram apenas alimentados e observados até o dia

da eutanésia, nos tempos de 15,30 e 45 dias.

No grupo I, na observacao feita nos 15 dias de evolugédo, considera-se

compativel a incidéncia de congestao vascular em todos os animais e em todos 0s

tempos de observacéo e aos 45 dias observa-se hiperplasia de BALT.

O BJ[a]P foi diluido em substancia inerte, restando a responsabilidade pelas

demais alteracdes caracteristicas de lesdo em processo de cicatrizacdo, causada

pelo préprio quimico.
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Ndo ha evidéncia de que a observacdo dos parametros macro e
microscépicos possam caracterizar um relato neoplasico, no entanto como o B[a]P é
reconhecido como carcindgeno, a avaliacdo das alteracdes no pulméo pode mostrar
gue durante este processo, houve efeito carcinogénico. Pois, a hiperplasia de BALT

e considerada carcinogénese segundo alguns autores.

A figura 11 mostra o aspecto normal do figado.

Figura 11 — Fotomicrografia do pulmdo de ratos Wistar com aspecto habitua
(Controle), animal 2. Alvéolos aerados (A) e septos alveolares (setas), HE/100x A e
400x B.

Na avaliacédo realizada no pulméo apés 15, 30 e 45 dias da aplicacdo de
benzopireno, o aspecto histolégico do érgao foi semelhante em todos os periodos.

A figura 12 mostra as alteragcdes no pulméo apés 15 dias de exposicao ao
B[a]P, observou-se parénquima pulmonar constituido por alvéolos areados (com ar),
septos inter-alveolares delgados. Os brénquios e as artérias mantiveram o aspecto
habitual. Também foram observadas discreta congestéo vascular em vasos menores
e na artéria pulmonar, mostradas nas tabelas 5 e 6.

N&o foram encontrados relatos na literatura consultada que relacione o uso do
benzopireno via cutanea com alteragdes morfolégicas no pulmao.

Segundo Foth, Kahl, Kahl,(1988) Os trabalhos relatam que os HPA séo
altamente lipossoluveis | e rapidamente absorvido pelos pulmdes, intestinos e pele
em experimento com animais, independente da rota de administragcdo. Em trabalho
realizado pelos mesmos pesquisadores, o padrdo de distribuicdo foi similar depois
de administracdo subcutanea, intravenosa e intratraqueal, tanto em ratos quanto em

camundongos.
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Silva et al., (2006), em seu trabalho usou uma metodologia diferente, injetou
B[a]P intrapulmonar e observou hiperplasia de BALT apds a 122 semana.

Segundo Harrigan et al., (2003), a carcinogénese de pulmao apds a
exposicdo ao benzopireno pode ser uma consequéncia de muitos fatores
bioquimicos, incluindo os que afetam a absorcao, metabolismo e reparo de DNA.

Ponticiello et al, (2000) e Miranda et al, (2003), consideram a leséo
hiperplasica como uma das altera¢des associadas ao desenvolvimento do cancer de
pulméo, como outros linfomas, acredita-se que a hiperplasia de BALT origina-se a
partir de uma hiperplasia linféide por selecdo neoplasica anormal, freqiientemente

associada a interagdo antigénica com poluentes ambientais.

Figura 12— Fotomicrografia do pulméo de ratos Wistar com 15 dias ap0s a aplicacao
de benzopireno na proporgédo de 9 mg/kg, animal 2. A) septos alveolares (setas). B)
congestédo vascular (CONG), HE/400x A e B.

A figura 13 mostra as alteragcdes no pulméo apés 45 dias de exposicdo ao
B[a]P, alvéolos areados (com ar), septos inter-alveolares delgados. Os brénquios e
as artérias mantiveram o aspecto habitual. Também foi observada discreta
congestdo vascular em vasos menores e na artéria pulmonar, maior quantidade de

congestado vascular e hiperplasia de BALT, mostradas nas tabelas 5 e 6.
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Figura 13— Fotomicrografia do pulmdo de ratos Wistar com 45 dias apés a
aplicacdo de benzopireno na proporcdo de 9 mg/kg, animal 2.A) tecido linfoide
ligado a mucosa brénquica (BALT). B) alvéolos aerados (A) e septos alveolares
(setas). C) congestao vascular maior (CONG) e D) congestéo (seta). HE/100x A e

400x B, C e D.
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6 CONCLUSOES

A injecdo subcutanea de benzopireno é um método de facil realizagéo e pode
constituir um modelo adequado de carcinogénese.

Considerou-se a hiperplasia modular de BALT como lesdo carcinogénica
inicial no pulméo.

As principais alteragbes secundéarias ocorreram na pele, com ulceragao,
vasos neoformados, exsudacdo, infiltrado celular; no figado, com congestédo
vascular, tumefacdo celular, exsudagdo e fibras irregulares; e no pulméo, com
congestao vascular.

Em modelos com maiores tempos de evolugdo, outras caracteristicas

histolégicas, carcinogénicas poderdo ser observadas.
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