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RESUMO

O Cancer Gastrico representa hoje um desafio a satde publica no Brasil, em especial no
Estado do Para, onde a mortalidade, em decorréncia dessa neoplasia, encontra-se acima das
médias nacionais. A carcinogénese ¢ definida como um processo progressivo de dano ao
material genético, levando a uma adaptacdo tecidual irreversivel que culmina em degeneracgao
maligna. Inimeras condigdes intrinsecas e extrinsecas estdo envolvidas nesta transformacao.
Para o Cancer gastrico esta bem documentada a infec¢do pelo H. Pylori, entretanto, dada a
relevancia do assunto, diversos métodos de estudos t€ém sido propostos no sentido de
compreender as intricadas vias da carcinogénese e ampliar o conhecimento da etiopatogénese
tumoral géstrica. Ganham particular importancia modelos animais de carcinogénese quimica e
testes moleculares que detectam precocemente alteracdes no material genético. Entre as
substancias utilizadas nesses modelos esta o N-Methyl-nitrosureia, além de outros
componentes nitrosos conhecidos como agentes carcinogé€nicos diretos. Este trabalho se
propds a estudar os efeitos genotdxicos e anatomopatologicos da ingestdo de MNU por
Cebus apella, pois, a despeito da notdria frequéncia desta espécie na fauna brasileira, o
mesmo ainda ndo havia sido feito. Foram utilizados o Ensaio Cometa e o Teste do
Microntcleo para a andlise toxica do DNA de células sanguineas e do tecido géstrico, além do
histopatologico da mucosa géstrica dos animais. Como resultado, observamos que em um
curto espaco de tempo, a dose empregada de MNU foi ¢ capaz de causar genotoxicidade e
danos acumulados ao material genético, entretanto, sem alteracdes histopatoldgicas
significante, demonstrando que as modificagdes continuadas e cumulativas ao DNA precedem
a manifestacdo tecidual. Além disso, o Cebus apella demonstrou um bom potencial para
reproducao deste tipo de estudo, pois sua ampla disponibilidade regional e facil manejo aliada
a uma maior sensibilidade a baixas concentragdes do MNU, possibilitam a indug¢do de

carcinogénese quimica de maneira mais rapida e com uma dose menor da droga.

Palavras-chaves: Carcinogénese, N-Methyl-nitrosureia e Cebus apella



ABSTRACT

Gastric cancer currently represents a challenge to public health in Brazil, especially in the
state of Para, where the mortality due to this cancer, is above the national average.
Carcinogenesis is defined as a process of progressive damage to genetic material, leading to
irreversible tissue adaptation that culminates in malignant degeneration. Numerous intrinsic
and extrinsic conditions are involved in this transformation. For the gastric cancer is well
documented infection by H. Pylori, however, given the importance of the subject, several
study methods have been proposed in order to understand the intricate process of
carcinogenesis and enhance knowledge of the etiopathogenesis of gastric tumor. Win
particularly important animal models of chemical carcinogenesis and molecular tests that
detect early changes in the genetic material. Among the chemicals used in these models is the
N-Methyl-nitrosourea, and other components nitrous known carcinogens as direct. This work
aimed to study the genotoxic effects and pathological intake of MNU by Cebus apella,
because, despite the remarkable frequency of this species in the Brazilian fauna, the same had
not been done. We used the Comet assay and Micronucleus test for toxic DNA analysis of
blood cells and gastric tissue, and histopathology of the gastric mucosa of animals. Our results
indicate that in a short time, the dose of MNU was used is capable of causing genotoxicity
and cumulative damage to genetic material, however, no significant histopathological
changes, indicating that the changes continued and cumulative DNA preceding the outbreak
tissue. In addition, Cebus apella showed a good potential for reproduction of this type of
study because its large regional availability and easy handling combined with a greater
sensitivity to low concentrations of MNU, allow for the induction of chemical carcinogenesis

more quickly and with a dose less of the drug.

Key-Words: Carcinogenesis, N-Methyl-nitrosureia and Cebus apella
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1 INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para o ano de 2009 a ocorréncia de
466.730 novos casos de cancer no Brasil, sendo esperados dentro desse total cerca de vinte e
dois mil novos casos de Cancer de Estdomago. Esses valores correspondem a um risco

estimado de 15 casos novos a cada 100 mil homens e de oito para cada 100 mil mulheres.

Diversos estudos baseados em registros epidemioldgicos mostram que, embora as
taxas de morbimortalidade associadas ao cancer gastrico venham declinando substancialmente
nas ultimas décadas e esta neoplasia tenha se tornado relativamente rara na América do Norte
e na maioria dos paises da Europa Ocidental, ha ainda areas onde o cancer de estomago
permanece comum. Estas dreas incluem Japdo, Russia e outros paises da antiga Unido
Soviética, assim como paises da América Latina. Bosetti e cols (2005) encontraram taxas de
mortalidade por cancer gastrico excessivamente elevadas em Chile, Costa Rica e Equador,
onde o indice supera 20/100.000 e Argentina, Brasil, Colombia e Venezuela (com taxas entre
10 e 20/100.000) (BERTUCCIO, 2009; BOSETTI, 2005; IARC, 2002; INCA, 2009;
PARKIN, 2005).

Até meados da década de 1990, o cancer gastrico era apontado como a mais comum
causa de morte por cancer em todo o mundo. Atualmente, ¢ a quarta neoplasia maligna mais
freqliente, e responde por mais de 10% das mortes por cancer, com taxas de letalidade ainda
altas. E a segunda causa de morte por patologia cancerosa, estando atras apenas dos cinceres
de pulmao, sendo a sobrevida relativa em cinco anos considerada baixa, cerca de 20%, na

maioria dos paises (INCA, 2009).

Em geral, sua magnitude ¢ de duas a trés vezes maior nos paises em desenvolvimento.
No Brasil, desconsiderando-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de estbmago em
homens ¢ o segundo mais freqiliente nas regides Norte (10/100.000) e Nordeste (9/100.000).
No Pard, a neoplasia maligna gastrica ¢ atualmente a terceira mais incidente em homens e
mulheres (INCA, 2009). Resende e cols (2006) ap6s analise de dados do IBGE no periodo de
1980 a 1997, concluiram que apesar da tendéncia de declinio nas taxas de mortalidade
observada para a cidade de Belém, a mortalidade por cancer gastrico nesta cidade, nos

diferentes tri€nios analisados, foi superior aquela registrada em outras capitais brasileiras
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selecionadas e no Brasil, durante o periodo de estudo. O que reforca esta regido como uma

zona critica no que diz respeito ao desenvolvimento do cancer de estomago.

Dessa forma, o molde epidemioldgico que envolve o cancer gastrico em diversas
regides do mundo, e particularmente na América Latina e Brasil, suscitam a viabilizacdo de

novos métodos de estudo para melhor compreensdo e progndstico desta patologia.

A carcinogénese ¢ apontada como resultado de um processo progressivo onde, ao
longo do tempo, sdo acumuladas mudangas no material genético, decorrentes da exposi¢ao
continua a multiplos fatores ambientais, associados ou ndo a determinado grau de
suscetibilidade individual. Esta rede de interagdes complexas culmina em uma adaptagdo

tecidual, decorrente da agressao continuada: a degeneracao maligna.

As investigagdes epidemiologicas t€m tido especial interesse nos Ultimos anos pela
tumorigénese gastrica, especialmente com a emergéncia do Helicobacter pylori como um
fator de risco para esta condi¢ao. Estes achados conduzem a um aperfeigoamento dos
conhecimentos a cerca da etiologia e patogénese desta neoplasia e destacam a possibilidade de
prevengdo ativa da doenca. E consenso aceito pelo Intenational Agency for Research on
Cancer (IARC) desde 1994, que a infec¢do pelo H. pylori ¢ uma causa primaria do
desenvolvimento de neoplasia maligna gastrica. Esta infec¢do tem inicio geralmente na
infancia ou adolescéncia e persiste como uma gastrite cronica, implicando que a exposi¢ao ao
principal agente causal esteja presente por cinco ou mais décadas na maioria dos pacientes.
Hipoteticamente, isto daria ampla margem temporal para intervir e bloquear o actimulo
progressivo de danos celulares. Sendo entdo crucial que consigamos compreender o processo

pré canceroso (CORREA, 2004).

Diferengas na exposi¢do ao H. pylori ¢ uma gama de outros fatores ambientais
provavelmente aumentam muito as variagdes de incidéncia e apresentagdo do cancer gastrico
observadas entre as diferentes populagdes. Kelley e Duggan (2003) em revisao sistematica da
epidemiologia do cancer gastrico apontam os fatores dietéticos como componentes
determinantes das variagdes nas taxas de incidéncia e mortalidade entre paises distintos e
entre regides diferentes de um mesmo pais. Entretanto, diversos componentes ainda carecem
de estudos definitivamente conclusivos, como a excessiva ingesta de sal, por exemplo. De

fato, encontra-se bem documentado em estudos experimentais, o papel de componentes



15

nitrosos como agentes carcinogénicos diretos. Estes compostos podem ser encontrados no
estobmago humano, advindos de dieta rica em nitrito ou nitrato, fortalecendo a hipotese de que
uma dieta com altos teores de tais componentes podem predispor a neoplasia maligna
gastrica. As maiores fontes destes componentes nitrosos sdo vegetais e carnes conservadas,
respectivamente. A dgua também ¢ uma fonte adicional de nitrito e nitrato, mas a quantidade
habitualmente encontrada ¢ insignificante. Por outro lado, parece haver pouca associa¢do, em
estudos caso-controle, de pacientes portadores de neoplasia géstrica com dieta rica em
componentes nitrosos, isoladamente (HASEGAWA, 1998; KELLEY & DUGGAN, 2003;
TAKAYAMA, 2008; THORGEIRSSON, 1994).

Nesse contexto, o estabelecimento de modelos experimentais que reproduzam de
maneira consistente a etiopatogénese documentada em humanos, acrescenta sobremaneira o
entendimento da patologia cancerosa e a compreensdo deste processo de degeneracdo
adaptativa, viabilizando medidas profilaticas e terapéuticas que auxiliem o manejo clinico de

pacientes.

O presente trabalho faz parte de um projeto maior, ainda em andamento, de estudo da
carcinogénese gastrica, intitulado: “AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO METODO CANOVA
EM MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER GASTRICO EM PRIMATAS NAO HUMANOS”, € objetiva
nesta etapa, ampliar os conhecimentos da patogénese tumoral gastrica, a partir da
demonstragdo genotoxica e histopatoldgica do efeito carcinogénico direto do N-methyl-
nitrosureia (MNU) sobre o trato gastrointestinal de Cebus apella, com a finalidade de
viabilizar um modelo de carcinogénese gastrica em primatas desta espécie, tendo em vista que

a mesma nunca foi utilizada anteriormente em estudos semelhantes.

2 REVISAO DE LITERATURA

O conhecimento da etiopatogénese tumoral gastrica vem ao longo dos anos ganhando
diversos e significativos acréscimos, tanto em nivel epidemioldgico quanto no que concerne
as caracteristicas moleculares da historia natural da doenga. O advento das técnicas de
biologia molecular, cada vez mais aperfeicoadas, vem dando consisténcia e ampliando
horizontes de hipdteses anteriormente aventadas apenas por observagao clinica. De fato, testes
que detectam precocemente alteracdes estruturais e funcionais no material genético da célula

tétm mudado significativamente dados cientificos e clinicos, assim como indices de
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morbimortalidade e sobrevida de pacientes. Ganham particular importancia, investigacdes
experimentais que possibilitem relacionar informacdes dos estudos com os achados descritos

na carcinogénese gastrica observada em humanos.

A maioria dos estudos que busca o desenvolvimento de modelo animal para
carcinogénese tem como substrato de andlise camundongos e outros roedores. Esses animais
sdo apropriados para modelos de carcinogénese devido a seu baixo custo, alta incidéncia de
tumores espontdneos e rapidez na obtencdo de resultados (THORGEIRSSON, 1994;
DALGARD, 1997). No entanto, alguns agentes carcinogé€nicos para os seres humanos nao

induzem neoplasias em roedores (IARC, 2004).

Por outro lado, os primatas nd3o humanos constituem excelentes modelos
experimentais face sua grande proximidade evolutiva e filogenética com o homem, possuindo
maior similaridade anatomica, fisiologica e bioquimica que os roedores. O tamanho de seus
orgdos faz possivel realizar procedimentos de diagnoéstico, tais como coletas de sangue
seriadas, biopsias e exames endoscopicos. Além disso, os primatas ndo humanos vivem mais
em comparagdo aos roedores, € € a sua maior longevidade que permite a exposi¢dao aos

agentes carcinogénicos por longos periodos de tempo (TAKAYAMA, 2008).

O Brasil ¢ o pais que concentra 0 maior numero de espécies de primatas do mundo.
Atualmente ¢ aceita a ocorréncia de representantes de todas as 5 familias de primatas
neotropicais no territorio brasileiro, totalizando cerca de 110 espécies, (RYLANDS et al.
2000) dentre as quais se encontra o Cebus apella. Popularmente conhecidos como macacos
pregos, esses primatas pertencem a familia cebidae e podem ser encontrado em quase todo
territdrio nacional, preferencialmente nas areas de floresta tropical. Possuem habitos diurnos,
arboricolas, e uma longevidade média de 40 anos. Os machos adultos podem atingir 60
centimetros de comprimento e pesar at¢ 3,5Kg. Essa espécie atinge o amadurecimento

reprodutivo por volta dos quatro anos e se adapta bem ao cativeiro.

Nos ultimos cinqgiienta anos tem aumentado, consideravelmente, o uso de primatas
neotropicais em investigacdes biomédicas e o Cebus apella apresenta um bom potencial para
o desenvolvimento de modelos experimentais. A legislacdo brasileira, todavia, prevé que

apenas animais nascidos em instituigdes de pesquisa que visam a sua criagdo em cativeiro, sob
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condi¢des controladas, podem ser utilizados para estas tais finalidades. O Centro Nacional de

Primatas (Cenp) € uma dessas instituigdes.

Localizado no estado do Pard e subordinado a Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS), o Cenp possui uma area de 25 hectares de mata primaria, um plantel de mais de 600
animais e uma estrutura clinico-cirtirgico-laboratorial de expressdo nacional. Tal tecnologia
viabiliza investigacdes biomédicas e demais pesquisas nas dreas das ciéncias médicas e
biologicas, apoiando o desenvolvimento da pesquisa no Brasil e no exterior, uma vez que o

Centro ¢ o maior da América Latina e estd entre os dez primeiros do mundo.

Na tentativa de encontrar na natureza um modelo mais préximo da degeneracdo
maligna em tecidos humanos, diversos trabalhos relataram o desenvolvimento de neoplasias
em primatas ndo humanos. Terrell e cols. (1980) diagnosticaram linfomas malignos nesses
animais. Essa neoplasia foi observada em 42 macacos reshus (Macaca mulatta) e em trés
macacos stumptail (Macaca arctoides). A distribuicdo das massas tumorais nos tecidos foi
variada, massas solitarias estiveram presentes em 14 animais e multiplas massas nos 31

restantes. A maioria de linfomas malignos foi de um tipo celular indiferenciado.

Paoli e McClure (1982) diagnosticaram cancer gastrointestinal em 11 primatas nao
humanos (nove Macaca mulatta, um Saguinus oedipus oedipus e um Galago crassicaudatus).

Dez dos 11 tumores foram adenocarcinomas. Todos os tumores tiveram invasdo local.

Brack (1988) reporta o desenvolvimento espontaneo de dois adenocarcinomas mucdides
coldnicos em tamarins (Saguinus oedipus). Um macho adulto apresentou metdstase para os
linfonodos regionais e o pancreas. Brack (1998) publicou também uma revisao de 26 tumores
gastrointestinais diagnosticados em 23 primatas ndo humanos durante necropsias de rotina no
German Primate Centre. Destes, 15 casos foram adenocarcinomas mucoides coloretais em
tamarins (Saguinus oedipus), dos quais dois animais apresentavam associagdo com adenomas
gastricos. Também foram reportados trés casos de adenocarcinomas mucdides intestinais em
Callithrix jacchus, um leiomioma colonico em Galagoides demidovii e outro em um cotton
top tamarin (Saguinus oedipus). Dois saddle-backed tamarin (Saguinus fuscicollis)
apresentaram linfosarcoma de jejuno, ileo e colon. Multiplos adenocarcinomas tubulares

foram encontrados em um macaco rhesus (Macaca mulatta).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22DePaoli+A%22%5BAuthor%5D
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O adenocarcinoma intestinal parece ser a neoplasia maligna mais freqiiente em primatas
nao humanos, ¢ é uma substancial causa de morbidade e mortalidade observada no seu
envelhecimento. Uma revisdo retrospectiva de 32 casos foi realizada por Valverde e cols.
(2000) no California Regional Primate Research Center, em que foi constatado que os locais
mais freqlientes de desenvolvimento de adenocarcinomas intestinais foram juncdo ileocecal,
colo, ileo, jejuno e ceco. Metastases foram evidentes em 34% dos casos, com o envolvimento

de nédulos periféricos no figado, pulmdes, pancreas e glandulas adrenais.

Adenocarcinomas de célon espontaneos também ja foram descritos em dois macacos

rhesus, que apresentaram inclusive tumores metastatizados, o que ¢ incomum nesses primatas

(KERRICK & BROWNSTEIN, 2000).

Os relatos supracitados referem-se ao desenvolvimento da carcinogénese espontanea em
primatas ndo humanos. Porém, se comparada a dos roedores, essa incidéncia ¢ baixa e esta
relacionada principalmente ao processo de envelhecimento. Por esse motivo, modelos
experimentais de tumorigénese induzida por carcinogénicos quimicos, em varias espécies de
primatas ndo humanos, vem sendo estabelecidos pelo National Cancer Institute (NIH) dos

Estados Unidos e pelo National Cancer Research Institute do Japao (TAKAYAMA, 2008).

A carcinogénese quimica induz o aparecimento de alteracdes genéticas e epigenéticas,
cujo acumulo transforma células normais em malignas (LUCH, 2009). Compostos
genotoxicos N-nitrosos sdo agentes alquilantes que interagem com o DNA resultando em
danos estruturais e finalmente causando alteracdes genéticas que sdo consideradas
irreversiveis (CUIL, 1995; HIROSE, 1979; HIROSE, 1989; OHGAKI, 1992). O N-Methyl-
nitrosureia (MNU) exerce efeito carcinogénico direto sobre o organismo, sem requerer
ativacdo enzimatica. Estudos in vitro demonstram que ¢ possivel gerar MNU a partir da
incubacao de varios alimentos em condigdes acidas, o que sugere que € possivel a formagao
do MNU no trato alimentar em muitas espécies, incluindo o homem. Dessa forma, os modelos

de tumorigénese utilizando o MNU sao relevantes para o entendimento da carcinogénese

gastrica (BUDAN, 2008).

O efeito cumulativo do MNU em primatas ndo humanos leva ao desenvolvimento de

varios tipos de tumores na cavidade oral, laringe, faringe e principalmente no estobmago e

esofago (ADAMSON, 1977; THORGEIRSSON, 1994; DALGARD, 1997). Semelhante a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kerrick+GP%22%5BAuthor%5D
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carcinogénese humana, o MNU induz lesdes pré-neoplésicas antes do desenvolvimento do
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (TSUKAMOTO, 2007), o qual se desenvolve na
regido do antro estomacal dos animais (KODAMA, 2005). Cabe ressaltar que esse tipo de
tumor induzido em animais por MNU (cancer gastrico do tipo intestinal na regido do antro),
tem sua incidéncia mundial decrescente em seres humanos (CREW & NEUGUT, 2006),
porém, como citado anteriormente, a incidéncia dessa malignidade permanece elevada no

Estado do Par4, o que justifica o desenvolvimento desta proposta e atesta para sua relevancia.

Determinar os efeitos mutagénicos da exposi¢do a agentes quimicos demanda
monitoramento seriado e aplicacdo de que testes que possam identificar tais modificagdes.
Segundo revisdo realizada por Brendler-Swaab e cols. (2005), onde foram comparados alguns
testes de analise mutagénica, o Ensaio Cometa in vivo (Single Cell Gel Electrophoresis), €
recomendado para acompanhamento de achados genotdxicos positivos in vitro tanto em
células germinativas como em células somaticas, possuindo alta sensibilidade e ampla
aplicabilidade. E particularmente utilizado como um instrumento para avaliagio de
genotoxicidade local, especialmente em orgaos/ células especificos os quais ndo podem ser
precocemente avaliados por outros testes padronizados. Possui especial importancia na
avaliagdo de compostos mutagénicos, com uma de suas principais indicacdes estando

direcionada a avaliagao de células cancerosas.

O Ensaio Cometa in vivo vem sendo largamente aceito na comunidade cientifica como
teste de genotoxicidade em roedores. Suas principais vantagens incluem a possibilidade de
avaliacdo de varios tecidos ou células, sua alta sensibilidade para detectar baixos niveis de
dano ao material genético e a necessidade de pequena amostra de células para aplicacdo da
analise. Além disso, ¢ um teste facilmente reprodutivel que pode ser concluido em um curto

espaco de tempo e possui custo relativamente baixo (HARTMANN, 2003; TICE, 2000).

Entretanto, desde os primeiros testes que foram realizados para o desenvolvimento
dessa técnica por Rydberg e Johanson (1978), e Ostling e Johanson (1984), muitos pontos
vem sendo aperfeicoados e ponderagdes tém sido acrescidas para melhorar a sensibilidade e a
especificidade do Ensaio, especialmente no que diz respeito a variagdes para diferenciar os
diversos tipos de danos ao DNA, tais como: quebras simples ou duplas e modificagcdes nas
bases nitrogenadas; diminuir falsos positivos diferenciando genotoxicidade de eventos

apoptoticos; e combinar os achados do Cometa com outros testes de identificacao de
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toxicidade genética, tal como o Teste do Micronucleo (HARTMANN, 2003; RITTER &
KNEBEL, 2009; TICE, 2000).

Os ensaios com micronticleo permitem identificar um aumento na freqiiéncia das
mutagdes cromossomicas, condi¢do sine qua non para a carcinogénese, ¢ vem sendo muito
utilizado em estudos in vivo, no monitoramento genotdxico de populacdes, e in vitro, para a
avaliacdo do potencial mutagénico de agentes quimicos e fisicos. Os microntcleos sdo
formados durante a telofase, quando o envelope nuclear ¢ reconstituido ao redor dos
cromossomos ¢ sao resultantes de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou de cromossomos
inteiros que nao foram incluidos no nucleo principal. Desta forma, a detec¢do de micronticleo
representa perda de cromatina em conseqiiéncia de dano cromossomico estrutural ou dano no

aparelho mitotico. (FENECH, 2000).

E importante ressaltar que uma quantidade basal de micronticleos é formada durante a
mitose devido aos mais variados tipos de erros, espontaneos ou nao, ocorridos durante o ciclo.
Isso quer dizer que os possiveis danos ao DNA causados, por exemplo, pela exposi¢ao a
agentes mutagénicos, somente sdo expressos em micronucleos apdés um ciclo de divisao
celular, sendo dependentes da propor¢do de células que estdo se dividindo. (FENECH et al.

1997).

Dentre muitos testes de mutagénese, o teste de micronucleo (MN) ¢ um ensaio
tecnicamente simples, confiavel e sensivel, que pode ser repetido varias vezes, para a
prevencao e monitoramento de individuos sob risco carcinogénico, como consumo crénico e
abusivo de alcool, tabaco e/ou outras substancias mutagénicas (RAMIREZ et al. 1999,

GATTAS, 2001).

3 MATERIAL E METODOS

Este ¢ um estudo experimental descritivo com duragdo total de seis meses, que
disponibilizou de quatro primatas ndo humanos pertencentes a espécie Cebus apella, machos,
adultos, (com idade variando entre 6 a 8 anos e peso de 2.450 kg a 3.010 kg), cujos cuidados
e monitoramento foram regularmente efetuados nas instalagdes do Centro Nacional de
Primatas (Cenp), onde realizaram-se todos os procedimentos direcionados aos macacos

efetivamente.



21

Os animais receberam o composto N-Methyl-nitrosurea (MNU) (N1517 ISOPAC® da
Sigma-Aldrich) por via oral, na concentra¢do de 5 mg/kg, que era diluida nos 500 ml de 4gua
administrados diariamente e ofertados ad /ibitum. Cada frasco de N1517, que possui 1,8 g de
soluto total sendol g de MNU, foi diluido em 100 ml de 4gua destilada para que se adiciona-
se a agua dos primatas, aproximadamente, 1,5 ml dessa dilui¢do, isto é, 15 mg de MNU ou 27
mg de N1517. O célculo da dosagem foi baseado na folha de dados de seguranga do N1517,
que cita 5 mg/kg como a menor dose de MNU utilizada por via oral em experimentos com
ratos, baseado no MSDS do REGISTRY OF TOXIC EFFECTS OF CHEMICAL
SUBSTANCES (RTECS ®). O mesmo documento menciona um estudo de seis anos com

primatas, onde foram administrados 20 mg/kg do carcindgeno diariamente.

Ao longo do experimento, foram realizadas quatro coletas de amostras sanguineas dos
animais. Estas amostras foram utilizadas como substrato de anélise de genotoxicidade do
material através do Ensaio Cometa e do Teste do Micronucleo. A primeira coleta foi efetuada
no dia anterior ao inicio da administragdo do MNU (D0), e funcionou como controle do nosso
estudo. A segunda, a terceira e a quarta coletas, foram realizadas em intervalos de 30, 60 ¢ 90
dias, respectivamente, ap6és DO0. Essas amostras foram processadas e analisadas no
Laboratério de Citogenética Humana e Genética Toxicoldgica da Universidade Federal do

Para (UFPA).

Ao final do quarto més do experimento, os animais foram submetidos a Endoscopia
Digestiva Alta, com bidpsias para andlise histopatologica de corpo e antro géastricos bem com
testes genotoxicos com tecido gastrico. O processamento das laminas e a andlise
histopatologica foram efetuados no Laboratorio de Anatomia Patolégica Humana Dr. Ronaldo

Aratjo, do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — Hospital Escola da UFPA.

3.1 Aspectos Eticos

Esta pesqisa que esta incluido em um projeto maior intitulado “Avaliagao dos Efeitos
do Bioproduto Método Canova em Modelo Experimental de Cancer Gastrico em Primatas
Nio Humanos”, o qual recebeu a devida aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais de Experimentacdo da UFPA e conta com a aprovacao do Cenp.(ANEXO A).
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3.2 Analise Genotoxica:

3.2.1 Ensaio do Cometa (Versdo Alcalina):

Preparagdo das laminas:

As laminas foram previamente cobertas em solu¢do de agarose de ponto de fusdo
normal a 1,5 %. Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até a solidificacdo
da agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo na segunda camada de agarose

de baixo ponto de fusdo a 0,8 %, na qual a amostra foi diluida.

Apds 4 h com a droga (23 h de cultura), foram coletados 300 pL de amostra de cada
grupo ¢ em seguida feita uma centrifugacdo a 1000 rotacdes por minuto (rpm) por 5 min.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado deixando 20 pL para a ressuspensdo. Deste
conteudo, 10 uL foram acrescentados em 200 pL de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,8 %
e em seguida homogeneizado para formar uma suspensao. Subsequentemente 100 uL da
suspensao de células foi aplicada rapidamente sobre a lamina contendo agarose e entdo
coberta com uma laminula (24 x 60 mm). As laminas foram mantidas a 4 °C por 5 min até a
solidificacdo da agarose. Apos este periodo, a laminula foi removida e a 1amina mergulhada
em solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) , 10
mM Tris, 1 % Triton X-100, 10 % Dimetilsulféxido (DMSO) e 1 % N-Lauroyl sarcosine; pH
10) a 4 °C e protegida da luz. Para cada animal foram preparadas duas laminas, num total de

oito laminas por coleta.

Eletroforese:

Apds a remocdo das laminas da solu¢do de lise, as mesmas foram dispostas em
posi¢do horizontal na cuba de eletroforese. Em seguida, a cuba foi preenchida com a solugado
de eletroforese (I mM EDTA, 300 mM NaOH; pH >13) a 4 °C recém-preparada, a um nivel
superior (0,25 cm, em média) as laminas. As laminas foram mantidas em repouso por 20 min
antes da eletroforese a fim de permitir o desenovelamento do DNA, o afrouxamento de suas
ligagdes e a exposi¢do dos sitios alcali-labeis. Apds este processo, a eletroforese foi realizada
a uma tensao (d.d.p) de 34 V em corrente de 300 mA por um periodo de 25 min. Vale

ressaltar que todos esses processos foram realizados em baixa luminosidade. Apds a
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eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas rapidamente em agua destilada
gelada (4 °C) para a remog¢do dos resquicios da solucdo de eletroforese e em seguida

transferidas para um novo mergulho em agua destilada gelada por 5 min para a neutralizagao.

Coloracgdo:

As laminas foram fixadas com etanol a 100% e posteriormente coradas com 50 pL de
solucao de Brometo de Etidio (20 pg/mL). Em seguida foram cobertas com laminula (24 X 60

mm) para a realiza¢do das analises.

Andlise das laminas:

As laminas foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia OLYMPUS BX41,
com filtro triplo DAPI/FITC/TRICT. O sistema de captura e a andlise da imagem foram
realizados pelo programa “Applied Spectral Imaging”. A andlise foi realizada para
aproximadamente 100 células por lamina, segundo o padrao de escores, em que, de acordo
com o tamanho e intensidade da cauda do cometa (halo), podem ser obtidas cinco categorias
(0 - 4), levando-se em consideracdo a percentagem de DNA na cauda do cometa, o que ira

indicar o grau de lesdo sofrido pela célula:

0 = sem danos (<5 %)

1 = baixo nivel de danos (5 — 20 %)
2 = médio nivel de danos (20 — 40 %)
3 = alto nivel de danos (40 - 95 %)

4 = dano total (> 95%)

YV V. V VYV V

Figura 1 — Ensaio Cometa

Regides de interesse para cada Cometa e sua “calda”. Exemplos do aumento do dano no DNA nuclear
(ascendente da esquerda para a direita).
Fonte: RITTER & KNEBEL, 2009.



24

3.2.2 Teste do Micronucleo:

Cultura de linfocitos a partir de sangue total

Foram coletados 5ml de sangue periférico em seringas descartdveis estéreis
previamente heparinizadas e em um frasco de cultura contendo 5Sml de RPMI, 20% de soro
fetal bovino (Cultilab®) 2% de fitohemaglutinina A, foi adicionado 0,5 ml de sangue. O
frasco foi incubado a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 44 horas. Apos este periodo,
adicionou-se 6ug de Citocalasina B (CtB)/ml a cultura , conservando-a na estufa por mais 28

horas.

Ao final das 72 horas, a cultura foi centrifugada a 800 rpm por cinco minutos.
Descartando-se o sobrenadante, foram adicionados 5ml de solu¢do hipotdnica gelada (KC1
0,075M), agitando-se novamente o tubo ao final. O material foi re-centrifugado a 800 rpm por
mais cinco minutos, o sobrenadante novamente descartado, o sedimento re-suspendido e
foram adicionados 5ml de fixador (metano/acido acético 5:1) recém preparado. Acrescentou-
se entdao 3 gotas de formaldeido agitando-se novamente o tubo. Este ultimo procedimento foi
repetido por mais 2 vezes, utilizando-se fixador 3:1, sem formaldeido. Descartou-se o fixador

ficando apenas 1ml no tubo, o pellet de células foi entdo re-suspendido e agitado.

Duas gotas da suspensdo foram despejadas sobre laminas previamente lavadas e o
material secou a temperatura ambiente. As laminas foram coradas com solugdo de Giemsa

5%, durante 7 minutos.

Analise das laminas para determinagdo da frequéncia dos micronucleos (MN):

As laminas foram previamente codificadas e analisadas em teste cego, em microscopio
optico de luz com aumento de 1000 vezes. Foram selecionadas as células binucleadas (1000
cé¢lulas/lamina) que possuiam: nucleos intactos ¢ de tamanhos aproximadamente iguais, com
mesmo padrdo de coloracdo e dentro do limite citoplasmatico, as de membrana celular integra
e aquelas claramente distinguiveis das células adjacentes. Para a analise da frequéncia de MN
ndo foram incluidas na amostra, células com um ou mais de dois nucleos, necroticas ou

apoptoticas.
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Caracteristicas do micronucleo:

Foram analisados os MN com morfologia idéntica a dos nucleos principais, didmetro
entre 1/16 até¢ no maximo 1/3 dos nucleos principais (ou entre 1/256 a 1/9 da area de um dos
nucleos principais), que apresentavam a mesma coloragdo dos nucleos ou, ocasionalmente, a
coloragdo mais intensa, os que ndo apresentavam refringéncias e aqueles que ndo estavam

ligados ou conectados a um dos nucleos principais.

Parametros que foram considerados na andlise:

e Numero de células binucleadas analisadas.

e Distribuicdo de células binucleadas com 0,1,2,3 ou mais MN em pelo menos
1000 células binucleadas.

e Numero total de MN nas células binucleadas.

e Frequéncia de MN/1000 células binucleadas.

3.3 Endoscopia Processamento Tecidual e Histopatologia

As biopsias da mucosa gastricas foram coletadas durante a realizagdo do exame de
endoscopia digestiva alta, no quarto més do experimento, ap6és 120 dias do inicio da
administracdo de MNU. Duas amostras do antro gastrico e duas do corpo, medindo entre 2 e 3
cm, foram obtidas para realizagdo do estudo histopatoldgico e pesquisa de H. pylori, além do

ensaio cometa do tecido gastrico.

As amostras foram depositadas em frascos com solu¢do de formalina a 10% e levadas
ao processamento histologico rotineiro, desidratacdo em dalcool, diafanizagdo em xilol e
inclusdo em parafina. Se¢des histologicas foram feitas em uma espessura de 5 micra,
preparadas em laminas e coradas com método da hematoxilina-eosina (HE) para exame
histopatologico no microscopio Optico. Para a investigacdo do H. pylori, foi utilizado o
método de Gram modificado (solu¢do de Lugol a 1% com solucdo de violeta genciana a

2,5%).
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3.4 Analise Estatistica

Os resultados obtidos pelo ensaio cometa e teste do microntcleo foram analisados com
0 programa estatistico BioEstat® versdo 5.0 através do método ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. O valor de P foi fixado em 5% (P <0,05). Foi utilizado o programa Microsoft
Office EXCEL 2007 para os calculos de Médias, Indices e Desvios Padrao.

4 RESULTADOS

4.1. Analise Genotoxica das Amostras de Sangue Periférico

4.1.1 Ensaio Cometa

Com a finalidade de observar o efeito genotoxico da exposicdo oral ao MNU, foram
realizadas quatro coletas sanguineas um dia antes e nos meses seguintes a administragao do
composto, com intervalos de 30, 60 e 90 dias respectivamente, apds o inicio da ingesta do
agente. A partir de cada amostra sanguinea confeccionaram-se duas ldminas por primata, num
total de oito por amostra. Estas laminas por sua vez, foram submetidas ao protocolo de
tratamento do Ensaio Cometa (versdo alcalina), e 100 células por lamina foram analisadas e
classificadas em cinco categorias ascendentes de dano nuclear. Categoria 0 = sem danos (< 5
%); Categoria 1 = baixo nivel de danos (5 — 20 %); Categoria 2 = médio nivel de danos (20 —

40 %); Categoria 3 = alto nivel de danos (40 - 95 %); e Categoria 4 = dano total (> 95%)

O grafico 1 demonstra a evolucdo das categorias de dano durante as quatro amostras
sanguineas, onde cada categoria ¢ expressa através do valor percentual da media de células,

ao longo do periodo de cada coleta.

Ocorreu durante os 90 dias uma queda de aproximadamente 35 pontos percentuais da
categoria 0, representando a diminui¢do da média de células cuja lesdao no DNA era inferior a
5%. A categoria 1, apesar de uma pequena reducdo entre D30 e D60, chegou ao D90 com
uma elevagao de 8%. A categoria 2, que apresentou aumento em todas as amostras, apos os 90
dias da administracdo do carcindgeno, tornou-se semelhante a categoria 1, em outras palavras,

o percentual de células com baixo nivel e médio nivel de dano se tornaram equivalentes.
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Na amostra controle (D0), o nimero de células com alto grau de dano (40 a 95%) era
minimo e ndo havia células com dano total (> 95%), esta categoria de dano celular passou a
aparecer ja na primeira amostra coletada apos 30 dias de seguimento dos animais. A elevagao
gradual nas amostras seguintes evidenciou uma ascensao lenta, mas significativa das

categorias 3 e 4.

Percentual da Média das Células

78.38%

62.38%

—@—Categoria 0 52.75%
—fil—-Categoria 1 43.40%
~/»—Categoria 2
=¥—Categoria 3
=i—Categoria 4
21.50%
12.75% 20.75%

9.25%
5.13%

DO D30 D60 D90

Grafico 1- Percentual da Média das Células agrupadas por Categoria de Dano ao longo do tempo.

Os numeros absolutos de células de cada lamina, excluindo a categoria 0, foram
multiplicados pelo seu grau de dano nuclear correspondente, que funcionou como peso, €
somados a fim de se calcular o Indice de Dano do DNA (IDN). Obtiveram-se dois indices
particulares, por primata, para cada andlise no seu respectivo tempo de coleta sanguinea. A
partir desses indices foi retirada uma Média de IDN dos quatro animais em cada tempo de

coleta e a Média Total por amostra, como expresso no grafico a seguir.

Foi observado aumento progressivo da média dos indices de dano nas amostras de
sangue coletadas ao longo do tempo nos quatro animais de maneira particular ¢ em conjunto.
A Média de IND no controle do experimento foi semelhante entre os quatro primatas e assim

se manteve em D30 e D60 s6 aumentando a discrepancia em D90. O animal C foi o que
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sofreu maior aumento da media do indice em todas as amostras € o Animal D foi o

responsavel pelas médias mais baixas.

Meédia do IDN e Média Total
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Grafico 2 — Média do Indice de Dano por animal e Média Total ao longo do tempo.

* Estatisticamente diferente dos demais grupos (P<0,05)

A Meédia Total demonstrou um crescimeto sustentado e significante (P<0,01) ao longo

das quatro amostras. Sua maior variagdo ocorreu durante os trinta primeiros dias da

administracdo do MNU, caracterizando um aumento superir a 100%, apartir dai a elevagao se

manteve, porém com decrescimos seguidos na curva de crecimento. Entre o controle e o0 D90

a media total sofreu um aumento superior a tres vezes o seu valor inicial.

4.1.2 Teste do Micronucleo

O teste do Micronucleo foi utilizado para complementar o estudo da genotoxicidade e

avaliar os efeitos mutagénicos da exposicao oral ao MNU. Foram avaliadas a frequencia ¢ a

distribuicdo de Micronucleos (MN) em 2000 linfocitos binucleados de cada animal, colhidos

no sangue periferico nas amostra seriadas (D0, D30, D60, D90). Em seguida, se processou o

calculo da frequencia total de MN entre os primatas e a Média de MN para cada 1000 células
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no periodo especifico. A tabela 1 mostra o niimero total de MN e sua distribui¢do nos

linfocitos.

Tabela 1 — Freqiiéncia e distribuicao de Microntcleos (MN) em linfocitos binucleados (BN)

dos primatas expostos ao MNU.

Distribui¢cao de MN Total de MN/1000 cel BN
Dias 1 2 3 MN Média + D.P.
DO*® 10 3 0 12 1,5+04
D30 95 18 10 161 20,125 +3°
D60 137 31 19 256 32+6,5°
D90 156 29 28 298 37,25+9,4°

* Sangue periférico de Cebus apella antes da administragdo do MNU
® Estatisticamente diferente dos demais grupos (P<0,05)

2000 células binucleadas foram analisadas/individuo; DP= Desvio Padrio

A coleta de sangue em D0, mais uma vez, foi utilizado como controle negativo para
que se pudesse observar a taxa basal de MN, antes da ingestdo da droga. Ocorreu aumento
significativo da freqiiéncia de MN nos intervalos de 30 e 60 dias apds a administracao do
carcindgeno e um ligeiro aumento na amostra final. Embora a maioria dos linfécitos tenha
apresentado apenas um MN por célula binucleada a presenga de 2 e 3 MN por linfocito

tornou-se mais expressiva ao longo do tempo. Essas células sao exemplificadas na figura 2.

No grafico 3 podemos observar o comportamento da Média de MN/1000 células e sua
elevagdo significativa em todos os intervalos (P<0.05). Seu crescimento se deu de forma mais
acentuada apds os primeiros 30 dias do consumo de MNU decrescendo nas amostras
subseqiientes, mas mantendo a elevacao, semelhante ao que ocorreu com a Média Total de
dano no cometa. A Média de MN/1000 células de DO sofreu um aumento superior a 24 vezes

ao final dos 90 dias.
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Grafico 3 — Média de Micronucleos a cada 1000 células ao longo do tempo.

* Estatisticamente diferente dos demais grupos (P<0,05).

Figura 2 - Foto da formagdo dos Microntcleos.
As setas indicam os Micronticleos (MN). Na imagem A observa-se um MN em uma célula binucleada (BN).

Em B apresentam-se 2 MN em uma célula BN. Em C encontram-se 3 MN em uma célula BN.

4.2 Ensaio Cometa do tecido Gastrico

Os danos inflingidos diretamente ao DNA das céluas gastricas foram observados
através do ensaio cometa, realizado com o material colhido na Edoscopia Digestiva Alta
(EDA) dos macacos no quarto més do experimento, ou seja, em D120. A média das céluas por

lamina permitiu a comparagao das categorias de dano entre os primatas.



31

O grafico abaixo mostra o percentual de celulas em cada categoria por animal. O
padrdo das curvas demonstra um comportamento semelhante entre os macacos, mas ainda
sim, existiram diferencas significativas. O animal C apresentou a menor porcentagem de

células sem dano e o animal B o maior percentual de células com dano total.

Percentual da Média das Células por Animal

31%

20% 20.50%

N 23%
== Animal D g

, 16.50% N
ARSI g - p 7.50%
“ :
—l—Animal B 20.50% 27% , 7.50%
—4—Animal A 4 10.50%
13% —& 8.50%
0 1 2 3 4

Categoria
Grafico 4 - Percentual da média das células de cada animal por Categoria de dano.

Assim como no ensaio cometa, do sangue periférico de cada animal se obteve duas
laminas com o valores absolutos de células por categorias, que foram utilizados para o calculo
de dois IDN’s. Os maiores indices de dano foram registrados nas ldminas do animal C, que
aprsentou uma Média de IDN de 150, 5. A Média total do IDN no tecido gastrico dos quatro

primatas foi de 147,875 com desvio padrao de aproximadamente 2,8.
4.3 Analise Histopatologica
Animal A:
Bx de Antro: Inflamagao cronica moderada, com presenga de mononucleares linfocitos
e plasmdcitos, sem agregado linfoide ou foliculo linféide hiperplasico. Atividade inflamatoria

de polimorfonucleares neutrofilos moderada, sem eosinofilos. Auséncia de alteragdes

metaplasicas ou displasicas. Pesquisa de H. pylori negativa.
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Conclusdo: Gastrite antral cronica ativa, grau moderado.

Bx de Corpo: Inflamagao cronica leve, com presenca de mononucleares linfocitos e
plasmocitos, sem agregado linféide ou foliculo linféide hiperplasico. Atividade inflamatoria
de polimorfonucleares neutrofilos leve, com raros eosinéfilos. Auséncia de alteracdes
metaplasicas ou displésicas. Pesquisa de H. pylori negativa.

Conclusdo: Gastrite cronica ativa grau leve, com raros eosinofilos.

Bx de erosao na transi¢do Corpo-Antro gastricos: Inflamagdo cronica leve, com
presenga de mononucleares linfécitos e plasmocitos e agregado linféide. Auséncia de foliculo
linféide hiperpléasico. Atividade inflamatoria de polimorfonucleares neutrofilos leve, sem
eosinofilos. Auséncia de alteracdes metaplasicas ou displasicas. Pesquisa de H. pylori
negativa.

Conclusdo: Gastrite cronica ativa grau leve, com agregado linféide.
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Figura 3 - Por¢éo Foveolar do animal A

Porg¢ao foveolar de mucosa gastrica do macaco A, apresentando raros

eosinoéfilos na ldmina prépria (HE, 400x).

Animal B:

Bx de Antro: Inflamagdo cronica leve, com presenga de mononucleares linfocitos e
plasmocitos, sem agregado linfoéide ou foliculo linfoéide hiperpléasico. Atividade inflamatdria
de polimorfonucleares neutrofilos leve, com raros eosinofilos. Auséncia de alteragdes
metaplasicas ou displésicas. Pesquisa de H. pylori negativa.

Conclusdo: Gastrite antral cronica ativa grau leve, com raros eosinéfilo.

Bx de Corpo: Inflamagdo cronica leve, com presenga de mononucleares linfocitos e
plasmocitos, sem agregado linfoéide ou foliculo linfoéide hiperpléasico. Atividade inflamatdria
de polimorfonucleares neutréfilos leve, sem eosinéfilos. Auséncia de alteracdes metaplasicas

ou displasicas. Pesquisa de H. pylori negativa.
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Conclusdo: Gastrite cronica ativa grau leve.

Figura 4 - Antro Gastrico do animal B

Mucosa de antro gastrico do macaco B, apresentando infiltrado inflamatorio mononuclear linfoplasmocitario na

lamina propria e permeagdo do epitélio glandular por polimorfonucleares neutréfilos (HE, 400x).

Animal C:

Bx de Antro: Inflamacgdo cronica leve, com presenga de mononucleares linfocitos e
plasmocitos, sem agregado linfoéide ou foliculo linfoéide hiperpléasico. Atividade inflamatdria
de polimorfonucleares neutrofilos leve, com raros eosinofilos. Auséncia de alteragdes
metaplasicas ou displésicas. Pesquisa de H. pylori negativa.

Conclusdo: Gastrite antral cronica ativa grau leve, com raros eosinofilos.

Bx de Corpo: Auséncia de atividade inflamatoria, sem mononucleares linfocitos e
plasmdcitos visiveis, sem agregado linféide ou foliculo linféide hiperplasico. Sem atividade
inflamatoria de polimorfonucleares neutrofilos, sem eosindfilos. Auséncia de alteracdes
metaplasicas ou displasicas. Pesquisa de H. pylori negativa.

Conclusdo: Auséncia de alteragdes morfoldgicas significativas.
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Animal D:

Bx de Antro: Inflamacdo cronica leve, com presenca de mononucleares linfocitos e
plasmocitos, sem agregado linfoéide ou foliculo linfoéide hiperpléasico. Atividade inflamatoria
de polimorfonucleares neutrofilos leve, com raros eosinéfilos. Auséncia de alteragdes
metaplasicas ou displésicas. Pesquisa de H. pylori negativa.

Conclusdo: Gastrite antral cronica ativa grau leve, com raros eosinéfilos.

Bx de Corpo: Inflamagdo cronica leve, com presenga de mononucleares linfocitos e
plasmocitos, sem agregado linfoéide ou foliculo linfoéide hiperplésico. Atividade inflamatdria
de polimorfonucleares neutrofilos leve, com raros eosinodfilos. Auséncia de alteracdes
metaplasicas ou displasicas. Pesquisa de H. pylori negativa.

Conclusdo: Gastrite cronica ativa grau leve, com raros eosinofilos.

Figura 5 - Corpo Gastrico do animal D.

Mucosa de corpo gastrico do macaco D, apresentando infiltrado inflamatdrio mononuclear linfoplasmocitario na

lamina propria (HE, 400x).



L Localiza¢do | Inflama¢do | Agregado F:oh’c.u lo Atividade . Metaplasia | . Neopl.a s Neoplasia Infeceio

Animais S A . a AP linfoide . , . p | Eosinéfilos . . intraepitelial . por
da biopsia cronica linfoide . , . inflamatoria intestinal . . Invasiva . ¢
hiperplasico (Displasia) H. pylori

Animal

A Antro Moderada Ausente Ausente Moderada Ausente Ausente Ausente Ausente | Negativa
Animal

A Corpo Leve Ausente Ausente Leve Raros Ausente Ausente Ausente | Negativa
Animal Corpo

A (Erors%o) Leve Presente Ausente Leve Ausente Ausente Ausente Ausente | Negativa
Animal

B Antro Leve Ausente Ausente Leve Raros Ausente Ausente Ausente | Negativa
Animal

B Corpo Leve Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente | Negativo
Animal

C Antro Leve Ausente Ausente Leve Raros Ausente Ausente Ausente | Negativo
Animal

C Corpo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente | Negativo
Animal

D Antro Leve Ausente Ausente Leve Raros Ausente Ausente Ausente | Negativa
Animal .

D Antro Leve Ausente Ausente Leve Raros Ausente Ausente Ausente | Negativa

Quadro 1 - Sintese das Alteragdes Microscopicas encontradas no Histopatologico.

*Mononucleares, Linfocitos e Plasmdcitos; ® Polimorfonucleares e Neutrofilos; ¢ Método GRAM modificado

9¢
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5 DISCUSSAO

A carcinogénese ¢ apontada como resultado de um processo progressivo onde, ao
longo do tempo, sdo acumuladas mudangas no material genético, decorrentes da exposi¢ao
continua a multiplos fatores ambientais, associados ou ndo a determinado grau de
suscetibilidade individual. Esta rede de interagdes complexas culmina em uma adaptagdo

tecidual, decorrente da agressdo continuada: a degeneragdo maligna.

Dados de estudos experimentais em roedores tém sido extrapolados no sentido de
inferir risco carcinogénico em humanos a partir de determinadas substincias quimicas
(IATROPOULOS, 1992). Entretanto, substancias carcinogénicas em ratos nao tém
necessariamente os mesmo efeitos cancerigenos em humanos, ao passo que aumentos de
risco para malignizagdo em primatas ndo humanos obtém boa correlagio com o que ¢

observado em humanos (IARC, 2004).

A despeito da grande disponibilidade e facil manejo do primata Cebus apella em nossa
regido, esta espécie nunca foi utilizada anteriormente em experimentos semelhantes. O
presente estudo analisou as alteragdes genotoxicas e histopatologicas no sangue e no epitélio
gastrico de primatas Cebus apella, decorrentes da administracdo oral continuada do N-

Methyl-Nitrosureia (MNU).

Considerando-se a falta de parametros de viabilidade de exposi¢do e toxicidade nessa
espécie € o seu menor porte em relagdo aos demais primatas utilizados nos modelos
consagrados, nosso estudo optou por utilizar a dose de Smg/kg apos a dilui¢do do composto,
que corresponde a menor dose sabidamente estabelecida para protocolos de carcinogénese
quimica, pela via oral, em ratos, como refere a Sigma-Aldrich em sua folha de dados de

seguranca, baseada em dados do RTECS.

Nos trés primeiros meses de estudo, amostras de sangue periférico serviram de
substrato de analise da integridade da estrutura nuclear. Os dados obtidos através do Ensaio
Cometa e do Teste do Micronucleo foram estudados de acordo com o tempo de exposi¢do ao

agente. A amostra controle (D0) revelou 78% das células analisadas sem dano genético
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(<5%). Ja apos os primeiros 30 dias de exposicdo ao MNU, houve queda no percentual de
células consideradas dentro do padrio fisiologico de dano e surgimento de células com danos
irreversiveis (Categorias 3 e 4), assim como foi observado aumento da frequéncia de células
classificadas com danos leves e moderados, caracterizando padrao de genotoxicidade presente
(Grafico 1). Como ilustrado no Gréfico 2, os Indices de dano no DNA identificados pelo
Ensaio Cometa foram progressivamente maiores ao longo do tempo, sugerindo um efeito
genotdxico sustentado da exposicdo ao MNU, com elevagdo da média total de danos ao DNA

nos quatro animais estudados em mais de 100% no primeiro més.

Os valores da média total de danos se mantiveram em ascensdo ao longo das andlises,
mas em valores menores que o observado no primeiro més, sugerindo diminui¢do no nimero
de células sem dano dentro do total observado em cada amostra, assim como aumento
daquelas com dano nuclear irreversivel. De fato, o aumento absoluto do nimero de
micronucleos por linfécito estudado (Tabela 1), e a elevagdo progressiva da meédia de
micronucleos para cada 1000 células binucleadas ao longo do tempo de acompanhamento
(Grafico 3), podem ser interpretados como resultado de instabilidade do ciclo celular
resultante da toxicidade do agente quimico (BRENDLER-SWAAB, 2005; GATAZ, 2001;
RAMIREZ, 1999).

Thorgeirsson e cols. (1994) realizaram um estudo de 22 anos de acompanhamento de
primatas cinomolgus (Macaca fascicularis), rthesus (Macaca mulatta), e africanos
(Cercophitecus aethiops) — chamados “macacos do velho mundo” — que foram expostos por
via oral a diferentes agentes de potencial carcinogénico, na época, ainda ndo bem
estabelecido. E concluiram que o MNU ¢é um agente de agdo carcinogénica direta do trato
gastrointestinal nesses animais. Takayama e cols. (2008) estudaram o aparecimento de
tumores por exposi¢do a carcindgenos quimicos nessas mesmas espécies por 34 anos, e
obtiveram resultados semelhantes, estabelecendo o MNU como agente indutor da

carcinogénese do trato gastrointestinal quando administrado por via oral na dose de 10mg/kg.

Apo6s 120 dias de seguimento da administragdo oral do MNU, foi realizada a
Endoscopia Digestiva Alta dos animais, com coleta de material para avaliagdo histopatologica
e genotoxica (Ensaio Cometa in vivo) do tecido gastrico. A distribui¢do das categorias de

dano ao material genético das células do epitélio gastrico evidenciou padrao de
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genotoxicidade. Aproximadamente 10% das células foram identificadas com dano total
(>95%) e no maximo 35% de células teciduais eram sadias (sem danos). A despeito do dano
das células epiteliais gastricas, observado no Ensaio Cometa (Grafico 4), a histopatologia da
mucosa do estdmago revelou alteragdes inespecificas em trés dos quatro animais em estudo

(Quadro 1).

Estes achados configuram uma dissociacdo entre alteragdes genéticas e de expressao
tecidual, que sugerem que em um periodo de quatro meses de exposicdo da espécie Cebus
apella a0 MNU na dose de Smg/kg, ¢ possivel dar inicio ao processo de mutagénese celular,
no entanto sem repercussao tecidual expressiva. O que pode caracterizar um processo pré-
carcinogénico incipiente, uma vez que o indice de células com alto dano e perda total do
material genético — alteragdes ndo esperadas fisiologicamente — pdde ser identificado em mais

de 20% das células estudadas nos quatro primatas.

Em todos os animais foi observada gastrite cronica ativa com pequena eosinofilia local
(Figuras 4 e 5). Um dos quatro desenvolveu gastrite cronica ativa em grau moderado com
foliculo linfoide identificado na histopatologia da porcdo foveolar (Figura 3). Assim, um
periodo maior de acompanhamento ¢ necessario para que seja identificada repercussao
histologica e funcional significativa do agente mutagénico empregado, no trato

gastrointestinal da espécie Cebus apella.

Alteragdes histologicas sabidamente envolvidas na carcinogénese gastrica estdo
fortemente relacionadas a infeccdo pelo H. pylori. Entretanto, modelos de indu¢do quimica
obtiveram resultados semelhantes nos estudos de Hagiwara e cols. (2001), com
catecolaminas, sugerindo que alteragdes inflamatérias em menor ou maior grau sdo dose-
dependentes e tempo-dependentes e constituem elementos integrantes do processo pré-

canceroso, nao necessariamente envolvendo a infeccdo pelo H. pylori.

Hattori, em 1986, colocava a metaplasia intestinal como uma condi¢ao decorrente da
reacao inflamatdria local sustentada, sendo um evento paracanceroso, que pode estar presente
desde antes do estabelecimento da degeneracdo maligna. Por outro lado, Correa e cols. (1988)

conseguiram reconhecer um modelo de carcinogénese envolvendo uma cascata de eventos
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progressivamente relacionados e interdependentes, constituida basicamente por gastrite
cronica ativa ndo atrofica = atrofia multifocal = metaplasia intestinal (primeiro completa,
depois incompleta) = displasia > carcinoma invasivo. E bem documentado na literatura que
cada evento representa um continuo de trocas caracterizando multiplos eventos que se

ampliam em intensidade e extensao ao longo do tempo (CORREA, 2007).

Atualmente, os esforcos estdo convergindo para melhor compreensdo do processo pré-
canceroso de maneira a identificar um ponto “gatilho” onde seja possivel interferir,
estabilizando o dano ao material genético da célula no sentido de alcancar uma parada na
progressdao das adaptacdes ja estabelecidas (VIETH & STOLTE, 2005). Diversos trabalhos
vém sendo direcionados para o acompanhamento em longo prazo de alteragdes teciduais de
animais submetidos a agentes potencialmente genotoxicos, com posterior caracterizacdo do
dano celular na lesdo ja estabelecida (CHAN, 2005; DALGARD, 1997; TAKAYAMA, 2008;
THORGEIRSSON, 1994). Entretanto, segundo Correa (1994), ndo ha um cenério tipico que
possa indicar de maneira objetiva quais anormalidades sdo patognomonicas para o
desenvolvimento do carcinoma géstrico, assim como nao € possivel precisar em qual estagio
do processo ele aparece ou qual interpretagdo particular pode ser extraida dos estudos de

carcinogénese publicados até agora.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho mostram que a dose empregada de MNU ¢ capaz de
causar genotoxicidade e danos acumulados ao material genético da célula em um periodo
relativamente curto de tempo. Sugerindo que doses menores do que as tradicionalmente
aplicadas a primatas podem ser indutoras do processo pré-canceroso na espécie Cebus apella.
A dissociacdo entre os achados moleculares e histopatologicos sustenta esta hipdtese, uma vez

que as alteragdes continuadas e cumulativas ao DNA precedem a manifestagao tecidual.

As técnicas moleculares implicados neste estudo para deteccdo e quantificagdo dos
danos citogenéticos foram satisfatorios, uma vez que nos permitiram observar as alteragdes
estruturais ainda precoces no material genético dos primatas, induzidas pelo MNU desde os
primeiros 30 dias de administragdao da droga. A sensibilidade alcangada pela combinacao dos

dois testes lhes confere status de bons avaliadores de exposi¢do genotoxica nas populagoes.

A possibilidade de inducdo da carcinogénese quimica de maneira mais rapida e com
uma dose menor de droga, associadas a ampla disponibilidade regional e facil manejo do
primata Cebus apella, torna esta espécie um modelo viavel de experimentagdo animal para
estudos posteriores. De fato, ¢ fundamental que haja novas investigagdes para estudo da
incidéncia de tumores espontdneos nesta espécie, e para estabelecimento de dosagens
toleraveis e de doses de toxicidade nesses animais. Assim, em concentragdes nao toxicas,
seria necessario acompanhar por um periodo de tempo mais longo as alteragdes moleculares e
epiteliais possivelmente pré-cancerosas, no intuito de acompanhar a degeneragdo maligna

propriamente dita e seu processo de carcinogénese.
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APENDICE A - Tabela com resultados do Ensaio Cometa

Grau de Dano (Valor de 0 a 4) Anidlise
| 0 1 2 3 4 | indice de Dano | Média do indice
Controle Negativo DO | L1 L2 L 1 L2 L 1 L2 L 1 L2 L 1 L2 L1 L2

Animal A 8 10 10 40 22 31
Animal A 16 13 11 41 A 35

Animal A 14 19 4 40 31 35.5
Animal A 11 11 5 36 25 30.5
Média total/D.P 33/2.6

Segunda Coleta D30
Animal A | 65.5
Animal B | 67
Animal C | 73.5
Animal D 64
Média total/D.P 6.5/4.183

Terceira Coleta D60
Animal A | 94.5
Animal B | 96.5
Animal C | 100.5
Animal D 90.5
Média total/D.P 95.5/4.163

Quarta Coleta D90
Animal A | 108.5
Animal B 107

Animal C | 127
Animal D 105.5
Média total/D.P 112/ 10.074

N
o)




APENDICE B — Tabela com resultado do Micronticleo

No. 0 MN 1TMN 2MN 3MN Total MN/1000 Cel.

Controle Negativo DO Cel.

Animal A 2000 1998 3 1.5
Animal B 2000 1996 2 1
Animal B 2000 1997 1.5
Animal C 2000 1997 2
Total 10 3 0 12

Desvio Padrao /
Média 0.4/15

Segunda Coleta D30

Animal A 24
Animal B 20.5
Animal C 19.5
Animal D 16.5
Total 95 18 10 161
Desvio Padrao /
Média 3.09/20.125

Terceira Coleta D60
Animal A 38.5
Animal B 34
Animal B 32,5
Animal C 23

Total 137

Desvio Padrao /
Média 6.51/32

w
-
-
O
N
N
»

Quarta Coleta D90
Animal A 2000 1923 51 46.5
Animal B 2000 1932 | 45 415
Animal B 2000 1935 | 35 36.5
Animal C 2000 1954 | 25 24.5
Total 156 29 28 298

Desvio Padrao /
Média 9.429 / 37.25
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentagdo

a*) i e :
(\2 comite de etica em pesquisa
i=:”\>—*\(tep ae com animais de experimentagao €

PARECER MED002/2007

Pl'Oj eto: AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO METODO CANOVA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE CANCER GASTRICO EM PRIMATAS NAO HUMANOS.
Coordenador: PAULO PIMENTEL DE ASSUMPCAO.

Area Tematica: Medicina

Vigéncia: 01-01-2008 a 31-12-2009

O Projeto intitulado “AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO METODO CANOVA EM
MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER GASTRICO EM PRIMATAS NAO HUMANOS” foi avaliado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentagio da Universidade Federal do Para
(CEPAE) e os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais
para manipulag@o e uso de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de seu
presidente, no uso das suas atribui¢des, resolve APROVAR a utilizagdo de animais de
experimentacao nas atividades do projeto em questdo, no periodo de vigéncia estabelecido. As
atividades experimentais fora deste periodo devem receber nova autorizagdo deste comité.

Prof. Dr. Antdnio Pereira
Presidente do CEPAE/UFPA



