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Resumo

O carcinoma hepatocelular (HCC) € a quinta neoplasia humana mais freqiiente no
mundo e o abuso cronico do alcool € um conhecido fator de risco, embora uma direta
correlagdo entre o consumo de etanol e o desenvolvimento do HCC permaneca incerta. O
presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos promotores diferenciais da ingestao
cronica de etanol sobre a remodelagdo e persisténcia de lesdes pré-neoplasicas (LPN)
positivas para a forma placentaria da glutationa S-transferase (GST-P) e para o fator de
crescimento e transformacdo-alfa (TGF-o) no modelo de hepatocarcinogénese do
hepatdcito resistente. Noventa e quatro ratos Wistar machos com seis semanas de idade
foram aleatoreamente distribuidos em cinco grupos experimentais: grupo G1, controle ndo-
tratado com 4gua e ragdo basal de livre acesso; G2, ndo tratado, racdo equivalente ao
consumo do grupo G3, e maltodextrina dissolvida em &4gua (calorias equivalentes as
fornecidas pelo etanol); G3, tratado com etanol a 5% (v/v) na dgua e racdo basal de livre
acesso; G4, dietilnitrosamina (DEN, 200 mg/kg de peso corpéreo) e 2-acetilaminofluoreno
(2AAF) 200 ppm por trés semanas, com racao basal equivalente ao consumo do grupo G5 e
maltodextrina dissolvida na 4dgua; G5, DEN/2-AAF mais etanol 5% (v/v) e rag¢do basal de
livre acesso. Todos os animais foram submetidos a hepatectomia parcial de 70% na 3?
semana e eutanasiados na 12* e 22* semanas. Amostras de figado foram coletadas e
processadas histologicamente para detec¢do de lesdes pré-neopldsicas e neopldsicas e
contagem de hepatdcitos em apoptose em cortes corados por hematoxilina/eosina, analise
imunocitoquimica para antigeno nuclear de proliferacio celular — PCNA, GST-P e TGF-a e
para andlise bioquimica de zimografia (atividade de gelatinases). Ao final do tratamento
com o etanol, observou-se aumento da porcentagem da drea hepdtica ocupada por LPN
GST-P positivas do tipo persistente (P < 0,001), do nimero de LPN TGF-a-positivas (P<
0,001) e do nimero e multiplicidade de tumores hepéticos (P < 0.001) em G5, quando
comparado com G4. Além disso, observou-se um aumento do indice de proliferacido pelo
PCNA (fase-S), mas sem alteracdo nos indices de apoptose, em ambas LPN em
remodelacdo ou persistente em G5 em relacdo ao grupo G4 ao final da 22* semana (P
<0,001), quando comparado com G4. A atividade de gelatinases (metaloproteinases —2 € —

9) no figado ndo foi alterada pelo tratamento com etanol. Os resultados sugerem que a



ingestdo cronica de etanol promove o crescimento seletivo de LPN GST-P positivas do tipo
persistente, especialmente, com associada a co-expressao de TGF-a, sem mudancas na

atividade das gelatinases.



Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most frequent cancer in the world and
chronic ethanol abuse is a known risk factor, although a direct correlation between ethanol
consumption and development of HCC remains uncertain. The present study was designed
to evaluate the differential promoting effects of a long-term ethanol intake on
remodeling/persistence of gluthatione S-transferase placental form (GST-P) and
transforming growth factor alpha (TGF-a) positive preneoplastic lesions (PNL) using the
resistant hepatocyte model. Six-week old male Wistar rats were randomly alocated into 5
experimental groups: G1 group, non-treated and water and chow food ad libitum; G2
group, non-treated and pair-fed chow food (restricted to match that of G2 group) and a
maltodextrin solution in tap water (matched ethanol-derived calories); G3 group, drinking
ethanol 5% ethanol (v/v) and solid food ad libitum;; G4 group, diethylnitrosamine (DEN,
200 mg/kg body weight) plus 200 ppm of 2-acetylaminofluorene (2AAF) for 3 weeks and
pair-fed chow food (restricted to match that of G5 group) and a MD solution in tap water
(matched ethanol-derived calories); G5 group, DEN/2-AAF treatments plus ethanol 5%
(v/v) in tap water and chow food ad libitum. All animals were subjected to 70% partial
hepatectomy at week 3 and killed at weeks 12 and 22. Liver samples were collected for
histology (preneoplastic and neoplastic lesions and apoptosis detection) and
immunohistochemistry (proliferating cell nuclear antigen -PCNA, GST-P and TGF-a) and
gelatin zymography (metalloproteinases —2 and -9, also known as gelatinases, activities).
At the end of ethanol treatment, there was an increase in percent of liver area occupied by
persistent GST-P-positive PNL (P < 0.001), number of TGF-a-positive PNL (P< 0.001) and
in number per group and multiplicity of liver tumors (P < 0.001) in DEN/2-AAF-ethanol
group (G5) when compared to respective control group (G4 — DEN/2-AAF). In addition, an
increase in PCNA labeling indexes (S-phase), but not in the apoptosis rates, in both
remodeling and persistent PNL was observed in DEN/2-AAF-ethanol group (GS5) at 22
week (P <0.001), when compared to DEN/2-AAF group (G4). Liver gelatinases activities
were not altered by ethanol treatment. The results suggest that chronic ethanol intake
promotes a selective growth of persistent GST-P positive PNL, specially, with co-

expression of TGF-a, without changes in gelatinases activities.



1. Introducao
1.1 Neoplasias hepaticas

O cancer é uma das mais preocupantes doencas do mundo moderno, isto por ser a
segunda maior causa de morte nos paises desenvolvidos e a terceira no Brasil, precedido
apenas pelas doencas cardiovasculares, e no Brasil, também por 6ébitos devido a causas
externas (Koifman and Koifman 2003). Desta forma, estima-se que uma em cada trés
pessoas no mundo desenvolverd algum tipo de neoplasia maligna no decorrer de sua vida, o
que ratifica a importancia da prevenc¢do (Franks and Teich, 1999).

Acredita-se que o cancer se trata de um conjunto heterogéneo de doengas que t€m
como caracteristicas comuns a proliferacdao celular descontrolada e a invasdao de tecidos
adjacentes, as quais sdo conseqiiéncia de desvios no controle da homeostasia dos tecidos,
que levam ao surgimento de células transformadas que possuem vantagem proliferativa
sobre células normais (Robins and Cotran, 2005). O desenvolvimento da neoplasia, ou
carcinogénese, estd associado ao acumulo de alteracdes no genoma de uma célula, que
ocorrem espontaneamente ou por acdo de agentes exdgenos. Estes agentes podem ser
cancerigenos quimicos, fisicos (energia radiante) e biolégicos (virus oncogénicos) (Robins
and Cotran, 2005). Segundo estudos epidemioldgicos, grande parte das neoplasias humanas
estdo relacionadas ao modo de vida, fatores ambientais, compostos naturais, infec¢des e
agentes quimicos industriais (Wogan et al., 2004). A exposi¢do constante a esses agentes
favorece o surgimento de mutagdes que podem ocasionar alteracdes na expressdao de genes
importantes nos processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, determinando o
fendtipo maligno. Desta forma alguns autores sugerem que a carcinogénese € um processo
no qual hd acimulo de lesdes no DNA e progressiva instabilidade genética (Pitot and
Dragan, 1991, Pitot, 1993; Yamasaki and Mironov, 2000).

Funcionalmente o figado € composto de diferentes tipos celulares, sendo os
principais os hepatdcitos e as células ductais, bem como as encontradas no espago de Disse
(células de Ito ou estreladas), nos sinusdides (células endoteliais e de Kupffer) e no tecido
conjuntivo do espago porta (fibroblastos, linfécitos e polimorfonucleares) (Junqueira and
Carneiro, 2004). Como fungdes o figado tem a tarefa de manter a homeostase metabdlica

corporal, que inclui o processamento dos aminoacidos, carboidratos, lipidios e vitaminas,



sintese de proteinas séricas e metabolismo de hormonios e biotransformacao de substancias
com conseqiiente liberacdo no sangue e na bile de residuos endégenos e de xenobidticos,
sendo, portanto, alvo freqiiente de varias doengas com conseqiiéncias extensas, incluindo o
cancer (Robins and Cotran, 2005).

As principais neoplasias primdrias que acometem o figado sdo o carcinoma
hepatocelular (HCC, da sigla em inglés), oriundo de hepatdcitos, e o colangiocarcinoma,
oriundo do epitélio de ductos biliares (Robins and Cotran, 2005). O HCC € o quinto tipo
mais comum de neoplasia maligna no mundo, sendo o tipo mais freqiiente de cincer
hepético primdrio, correspondendo a cerca de 80% do nimero de casos de neoplasias
hepaticas (Marrero, 2005; Yu and Yuan, 2004; Wilner and Reuben, 2005; Motola-Kuba et
al, 2006; Stickel et al, 2002). De maneira geral, o HCC apresenta maior incidéncia nos
paises asidticos e na Africa, chegando a atingir taxas de 98,93 casos/100.000 habitantes por
ano na Mongdlia (Bosch et al, 2005), sendo essas dreas consideradas de alto-risco. Nas
areas consideradas de baixo-risco, como nos Estados Unidos e Europa Ocidental, a taxa de
incidéncia € menor que 10 casos/100.000 habitantes por ano (Bosch et al, 2005). No Brasil,
OHCC nd consta entre os dez mais incidentes segundo dados obtidos dos Registros de
Basew Populacional existentes (INCA, 2006).

Dentre os fatores de risco associados ao desenvolvimento do HCC, os mais comuns
sdo os virus de hepatite B e C (HBV e HCV, respectivamente), a ingestao cronica de etanol,
o uso de tabaco, a ingestdo de alimentos contaminados com aflatoxinas e uso de
contraceptivos orais (Yu and Yuan, 2004; Marrero, 2005; Bosch et al, 2005; Motola-Kuba,
2006). Desses, o mais comum ¢é a associacdo entre os virus de hepatite B e C e o
desenvolvimento de cancer hepdtico (Bosch et al, 2005), o que explica as elevadas taxas de
incidéncia dessa neoplasia na Asia e Africa, regides endémicas de contaminagio pelo HBV
(Yu and Yuan, 2004; Bosch et al, 2005; McKillop and Schrum, 2005). Ainda, nesses
paises, a ingestdo de alimentos contaminados com aflatoxinas também exerce forte
influéncia no aparecimento de neoplasias hepéticas (Bosch et al, 2005).

A infec¢do cronica por HCV € a responsavel pelo aumento na taxa de incidéncia de
HCC nos paises da Europa Ocidental e nos Estados Unidos, em conseqiiéncia de epidemia

por HCV que atingiu esses paises na década de 70 (Yu and Yuan, 2004; Bosch et al, 2005,



McKillop and Schrum, 2005). Nesses paises ainda, o consumo crénico de etanol, associado
ou ndo ao uso concomitante de tabaco, ¢ um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de neoplasias hepéticas, dado o hébito freqiiente de se ingerir bebidas

alcodlicas nesses paises (Poschl and Seitz, 2004; McKillop and Schrum, 2005).

1.2 Hepatocarcinogénese quimica.

A carcinogénese quimica € um processo de multiplas etapas bem caracterizadas
experimentalmente, incluindo as etapas de iniciacdo, promocdo e progressdo (Pitot and
Dragan, 1991; Pitot, 1993; Pitot et al., 1996; Pitot, 2001). A iniciacdo consiste na acdo de
compostos genotoxicos sobre o DNA, provocando danos genéticos ainda compativeis com
a sobrevida da célula e passiveis de serem transmitidos (Pitot and Dragan; 1991, Pitot,
1993; 2001). A fase de promog¢do caracteriza-se pela proliferacdo celular, que ocasiona
expansao clonal de células iniciadas (Pitot and Dragan, 1991; Pitot, 1993, 2001). Neste
estagio a célula acumula progressivamente mutacdes, agravando a instabilidade genética
que pode culminar com a transforma¢do maligna. Se o estimulo for removido em tempo
habil ou o tecido agredido restabelecer sua integridade, este processo pode ser interrompido
ou revertido (Pitot and Dragan, 1991; Pitot, 1993; 2001). Na progressdo ocorre o
desenvolvimento da massa tumoral maligna e eventualmente metéstases. Esse estidgio esta
diretamente ligado a perda da estabilidade genética levando a aneuploidias, amplificacdes e
delecdes génicas, enquanto a iniciacdo € a promog¢do ndo causam alteragdes genéticas
abundantes (Pitot and Dragan, 1991; Pitot, 1993; 2001).

O processo de transformacdo celular ocorre durante o acimulo progressivo de
mutacdes. No minimo duas classes de genes atuam em sintonia na célula normal e
desempenham fung¢do importante no desenvolvimento de neoplasias: os proto-
oncogenes/oncogenes € genes supressores tumorais. Alteragdes nestes genes sdo eventos
essenciais no desenvolvimento das neoplasias e podem ser identificadas nas diferentes
etapas da carcinogénese (Anderson et al, 1992; Stanley, 1995; Feo et al., 2000; Meza-Junco
et al, 2006). Os proto-oncogenes regulam de forma positiva os processos de proliferacao e
diferenciacdo celulares, incluindo genes que pertencem as classes que codificam fatores de

crescimento, receptores para os fatores de crescimento, proteinas reguladoras da transdugao



de sinais e de fatores de transcri¢ao (Anderson et al, 1992; Stanley, 1995; Feo et al., 2000;
Meza-Junco et al, 2006). Entre os proto-oncogenes da classe dos fatores de crescimento
temos o fator de crescimento e transformacao alpha (TGF-a).

O TGF-a € um membro da familia de fatores de crescimento, entre os quais, inclui
também o fator de crescimento epidérmico (Derynck, 1992; Hufnagl et al, 2001), que
possui afinidade pelo receptor do fator de crescimento epidérmico promovendo sua
atividade de tirosina quinase, e levando em ultima instincia a sintese de DNA,
transformacgdo e diferenciacdo celulares (Derynck, 1988; Salomon et al, 1990; Thomas et
al, 1992; Hufnagl et al, 2001).

O TGF-a ¢ sintetizado na superficie celular na forma de um precursor, e pode
existir sobre duas formas transmenbranicas, uma apresenta clivagem nos residuos Ala-Val-
Val da ligagdo N-terminal na seqiiéncia dos 50 aminoacidos do TGF-a, enquanto que na
outra ocorre uma N-glicolisacdo (Derynck, 1988). Portanto, os dois tipos sdo encontrados
nas células que produzem o TGF-a..

O TGF-a secretado tem varios tamanhos, variando entre 5-20 Kda. A menor forma
€ constituida por um polipeptideo de 50 aminoécidos dos quais seis sdo cisteinas, as quais
se apresentam em distancias definidas, incluindo trés pontes de dissulfeto entre os residuos
de cisteina. Esta forma de 50 aminodcidos tem origem a partir da clivagem de um precursor
transmembrénico de 160 aminoacidos (humano) de 159 aminodacidos (rato) e, denominado
de pro-TGF-a, estes dois precursores tem aproximadamente 90% de similaridade (Lee et
al, 1985; Derynck, 1988; Salomon et al, 1990). O pro-TGF-a humano estd contido dentro
de uma longa cadeia de mRNA de aproximadamente 4-5 a 4,8 kb, que contém seis éxons
em um gene de 70-100 kb localizado no cromossomo 2 (2p11-13). O gene do pro-TGF-a
de rato contém também seis éxons em um gene de 85 kb (Derynck, 1988; Salomon et al,
1990).

Como todo polipeptideo este também apresenta uma porc¢ao inicial formada por uma
regido N-terminal e por uma por¢ao final formada por uma regiao C-terminal. A regido N-
terminal apresenta 22 aminodcidos, os quais sdo clivados no precursor latente entre os

residuos de Ala e Leu, restando ainda 17 aminodcidos que serdo N-glicolisados nos



residuos de asparagina. H4 também uma clivagem que marca a regidao C-terminal dos 50
aminodcidos que formardo a molécula de TGF-a, o qual é seguido de nove residuos
hidrofilicos e por uma longa seqiiéncia hidrofébica (Derynck, 1988).

A importancia da expressdo de TGF-a vem sendo estudada em tecidos normais
(embriogénese, crescimento e adulto) (Derynck, 1988; Salomon et al, 1990) e em tumores
humanos (Watkins and Levine, 1991; Kaufmann et al, 1992), além de sua participagdo nos
processos de carcinogénese quimica experimental (Burr et al, 1996; Moser et al, 1997;
Deguchi et al, 1993; Livingstone et al, 1994; Calvisi and Thorgeirsson, 2005). A expressao
aumentada de TGF-a tem sido observada em condic¢des de proliferacdo celular aumentada,
tais como, durante o desenvolvimento fetal e neonatal de vérios 6rgaos, injiria quimica ou
hepatectomia parcial e durante o processo de hepatocarcinogénese e carcinogénese renal
(Kaufmann et al, 1992; Deguchi et al, 1993; Burr et al, 1996).

O TGF-a é um potente agente mitogé€nico para varios de tipos celulares. Além
disso, isoladamente ou em combinacido com outros fatores de crescimento pode induzir ou
estimular o aumento de ancoragem independente em meio minimo de algumas células
normais e de células malignas (Derynck, 1988; Derynck, 1992). O aumento da produgdo e
secrecdo de TGF-a tem sido observado em fibroblastos humanos e de roedores, células
epiteliais transformadas por retrovirus oncogénicos (i.e., Ki and Ha-Ras, mos, fes, fms, e
trk) por ativacdo celular de proto-oncogenes (Ha-ras, met, e trk), por papovavirus (SV40 e
poliomavirus) e pela exposicdo a cancerigenos quimicos como a N-nitrosometiluréia e o
dimetilbenzoantraceno. Estes resultados sugerem que TGF-a possa funcionar como um
intermedidrio autécrino no caminho de transformacgdo destes oncogenes (Salomon et al,
1990). Células que secretam grandes quantidades de TGF-a sdo capazes de formar clones
em meio minimo (direto em passos autdcrinos externos) e, em alguns casos, de formar
fibrossarcomas quando inoculadas em camundongos nude (Salomon et al, 1990).

Alguns resultados obtidos de experimentos de transformacao in vitro e de estudos in
vivo com camundongos trangénicos indicam que a superexpressio de TGF-o € uma
condi¢do importante no processo de tumorigénese. Por ser um potente agente mitogénico, o

TGF-a pode funcionar como um promotor de tumores de pele, figado e mama,



provavelmente amplificando populacdes de células malignas. O mRNA e a proteina do
TGF-a tém sido detectados em uma variedade de carcinomas e em um limitado nimero de
sarcomas (Derynck, 1992; Salomon et al, 1990). Camundongos trangénicos para TGF-a, ou
seja, que possuem alta expressao deste fator de crescimento, apresentam uma elevada
incidéncia de tumores hepéticos (Tamano et al, 1994; Calvisi and Thorgeirsson, 2005).

Experimentalmente, o figado tem se destacado no estudo das diferentes etapas da
carcinogénese quimica experimental devido ao seu grande tamanho, sua relativa
homogeneidade estrutural e, em particular, pela facilidade de inducgdo e deteccao de lesdes pré-
neoplésicas (Moore and Kitagawa, 1986; Farber and Sarma, 1987; Ito et al., 1988; Bannasch
et al., 1989; Bannasch and Zerban, 1992). Por isso, tem sido utilizado como orgdo-alvo em
modelos de carcinogénese quimica de média duracdo in vivo (Ito et al., 1988; Hasegawa and
Ito, 1992; Dragan et al., 1992). O cancer hepatico induzido quimicamente em roedores ocorre
através do desenvolvimento de alteracdes seqiienciais caracterizadas inicialmente por focos de
hepatdcitos alterados fenotipicamente (FHA) e nddulos hiperpldsicos (NH) e, por fim, pelo
desenvolvimento de adenomas e do HCC. A demonstracio de que estas lesdes estdo
seqiiencialmente associadas, indicam que os FHA e NH representam etapas pré-neopldsicas,
podendo ser considerados marcadores histologicos da futura neoplasia hepatica (Bannasch,
1986; Farber and Sarma, 1987; Enzmann and Bannasch, 1987; Farber, 1988).

As lesdes hepdticas pré-neoplasicas (LPN), que compreendem os FHAs (formato
irregular ¢ menor que um l6bulo hepdtico ) e nédulos hiperpldsicos (formato nodular e
maior que um Iébulo hepdtico), sdo caracterizadas por auséncia de compressao do tecido
hepatico normal subjacente. Sob coloracdo de rotina, HE, as LPN podem ser classificadas
de acordo com a morfologia citoplasmatica em claras, eosinofilicas basofilicas, tigréides,
anfofilicas ou mistas (Bannasch et al., 1989; Bannasch and Zerban, 1992). Da mesma forma,
as LPN foram identificadas em amostras coletadas de autdpsias e bidpias de figado e
considerados como lesdes precursoras de adenomas e hepatocarcinomas no homem (Bannasch
et al., 1998; Su and Bannasch, 2003). A forma placentdria da glutationa S-transferase (GST-P)
foi estabelecida como um dos melhores marcadores de LPN no figado de ratos (Satoh et al.,

1985; Ito et al.,, 1989; Dragan et al., 1992) e a expressao do fator de crescimento e



transformacdo (TGF-a) como marcador de progressao tumoral (Kaufmann et al., 1992; Moser
et al., 1997).

A expressio da GST-P € normalmente baixa em hepatdcitos fetais, adultos
quiescentes ou em regeneragdo, mas elevado em LPN e neoplasias hepaticas (Satoh et al.,
1985). O significado bioldgico da expressao aumentada da GST-P em lesdes hepaticas pré-
neoplésicas e neopldsicas ndo foi, ainda, totalmente estabelecido. No entanto, este fato
parece ser importante nas etapas iniciais do processo de hepatocarcinogénese quimica,
assim como na adaptagdo e crescimento seletivo de células iniciadas em ambiente quimico
téxico (Satoh and Katayama, 2002). A GST-P, em contraste as outras familias de GST,
parece ser mais eficiente na neutralizacdo de cancerigenos hidrossoliveis (fracos
eletr6filos), e sua expressao € pouco sensivel a inibicdo por anions organicos ou induzida
de forma inespecifica por compostos quimicos e cancerigenos (Satoh et al., 1991; Satoh,
1998).

Virios estudos experimentais tém avaliado a expressio de TGF-a em LPN e em
neoplasias hepdticas (adenomas e carcinomas) induzidas quimicamente, indicando que a
expressdo de TGF-a nas LPN pode representar uma etapa importante no processo de
progressdo da hepatocarcinogénese quimica (Kaufmann et al., 1992; Burr et al., 1996;
Moser et al., 1997). Uma pequena propor¢dao de LPN apresenta expressio de TGF-a,
independentemente do modelo ou cancerigeno utilizado (Kaufmann et al., 1992; Burr et al.,
1996; Moser et al., 1997). A maioria das LPN de células eosinofilicas e poucas LPN de
células basofilicas mostram positividade para TGF-a, sendo que a maioria dos adenomas e
carcinomas siao fortemente TGF-a positivos, em especial os de origem basofilica
(Kaufmann et al., 1992; Burr et al., 1996; Moser et al., 1997).

Dentre os modelos de hepatocarcinogénese quimica, o modelo do hepatdcito
resistente € um dos mais cldssicos. O modelo original desenvolvido em ratos Fischer 344
machos consiste da administracdo de dose unica intraperitoneal de 200 mg/kg de
dietilnitrosamina (DEN) e administracdo de 0,02% de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) na
dieta associada a hepatectomia parcial de 70% (HP), levando a induc¢do rapida de LPN sem

envolver processo fibrético (Solt and Faber, 1976). A selecdo/promocdo de hepatdcitos
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iniciados pela DEN parece decorrer de sua maior resisténcia a toxicidade exercida pela 2-
AAF, o que favorece o crescimento seletivo destas células frente ao estimulo proliferativo
induzido pela perda de parénquima hepatico apés a HP (Sell and Dunsford, 1989;
Tiwawech et al., 1991). Ainda, o efeito anti-mitético da 2-AAF sobre hepatdcitos normais
induz a ativagdo de células-tronco hepaticas (células ovais). As células ovais formam uma
populacdo de células imaturas e/ou em estigios diferentes de diferenciacio com
caracteristicas antigénicas tanto de hepatdcitos como de células do epitélio biliar. A
proliferacdo de células ovais no modelo pode também ser seguida pela proliferacio de
células de Ito (células estelares, perisinusoidais ou armazenadora de vitamina A) (Evarts et
al., 1990). Entretanto, no modelo 2-AAF/HP o desenvolvimento do cancer hepatico pode
ocorrer também pela desdiferenciacao de hepatdcitos maduros (Gournay et al., 2002).

Esse modelo experimental de hepatocarcinogénese quimica possibilita o estudo de
dois tipos de LPN no figado: as LPN em remodelacdo e as persistentes. As LPN em
remodelacdo apresentam padrdo heterogéneo de marcacdo pela GST-P, com bordas
indistintas e até mesmo com células negativas no interior da lesdo, ao passo que as LPN
persistentes apresentam marcacdo homogénea e forte da GST-P, com bordas distinguiveis
do parénquima hepatico normal, delimitando bem a lesdo e em geral sem a compressao do
tecido adjacente (Tatematsu et al., 1988; Schulte-Hermann, 1989, 1990). No fendmeno de
remodelagdo ou reversdo fenotipica, os hepatdcitos iniciados, na auséncia de um estimulo
promotor continuo, tendem a sofrer processo de “re-diferenciacdo” progressiva com perda
na expressdo de marcadores fenotipicos (como a enzima GST-P, y-GGT, etc) com
aquisicdo de um fenétipo normal (Tatematsu et al., 1988; Schulte-Hermann, 1989, 1990;
Feo et al, 2006). Esse processo de remodelacdo fenotipica pode ocorre principalmente nos
estagios precoces do processo de hepatocarcinogénese (Enomoto and Farber, 1982; Moore
et al, 1983; Garcea et al, 1989), atingindo um pico, em ratos F344 (altamente susceptiveis
ao processo hepatocarcinogénico), em 15 semanas apds a iniciacdo, sendo que em
aproximadamente 32 semanas apds iniciagdo, cerca de 85-90% dos focos sdo persistentes
(precursores das lesdes neopldsicas). Esse processo de reversdo fenotipica estd sujeito a

controle genético com a inter-relacdo de vdrios genes de susceptibilidade ao
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desenvolvimento de HCC localizados em lécus do cromossomo 7 € 1 em ratos (De Miglio
et al, 2003).

As LPN em remodelacdo ndo apresentam crescimento autdbnomo, e tendem a
desaparecer, sendo que essa regressao ocorre por reversdo fenotipica e inducao de apoptose,
enquanto as LPN persistentes apresentam crescimento autobnomo com menores taxas de
apoptose (Tatematsu et al, 1983, 1986; Feo et al, 2006). O que acarreta essa diferenca de
comportamento ainda ndo foi determinado, no entanto algumas hipéteses ja foram
levantadas, entre elas a de que as células em re-diferenciacdo apresentam mecanismos de
vigilia gendmica mais eficientes, reduzindo o nimero de erros transcricionais € com um
aparato de reparo eficiente, o que reduz a instabilidade gendmica nas lesdes em
desenvolvimento (Feo et al, 2006). A relacio entre LPN em remodelagdo e persistentes tem
sido muito utilizada para detectar o potencial quimiopreventivo de vérios agentes como, por
exemplo, do dcido retindico, B-caroteno e S-adenosil-L-metionina (Gerbracht et al., 1993;
Fonseca et al, 2005), bem como de agentes promotores como, por exemplo, o fenobarbital

sddico e a nodularina (Schulte-Hermann, 1990; Song et al., 1999).

1.3 Etanol e hepatocarcinogénese

O consumo crdnico de etanol estd relacionado diretamente com o desenvolvimento
de neoplasias no trato aéreo-digestivo superior, principalmente a cavidade oral, faringe,
laringe e esdfago, sendo que cerca de 25% a 80% desses tipos de canceres podem ser
atribuidos ao consumo cronico de etanol (Brown, 2005). Além desses O6rgdos, o
desenvolvimento de neoplasias no figado, intestino grosso, mama e pancreas, estao
relacionados também ao consumo excessivo de etanol (Brown, 2005; Schottenfeld, 1979,
Boffeta and Hashibe, 2006). Varios estudos epidemioldgicos, revisados em Poschl and
Seitz, 2004, mostram forte correlacdo entre a ocorréncia dessas neoplasias e a ingestao de
alcool, sugerindo que o etanol é um fator de risco importante par o desenvolvimento dessas
doencas.

No figado, o consumo cronico de etanol pode levar a varios danos, entre eles a
esteatose, a hepatite e a cirrose alcodlica, sendo esta dltima uma das causas mais freqiientes

de transplante hepatico nos EUA e Europa (Willner and Reuben, 2005; Voight, 2005). A
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esteatose hepdtica alcodlica caracteriza-se morfologicamente por acimulo macrovesicular
de goticulas lipidicas nos hepatdcitos decorrentes de alteracdes no metabolismo de lipideos,
deslocando o nucleo da célula para a periferia, sem ocorréncia inicial de fibrose. A hepatite
alcodlica caracteriza-se morfologicamente por edema e necrose de hepatdcitos,
aparecimento de corpusculos de Mallory (inclusdes citoplasmaéticas eosinofilicas presentes
nos hepatdcitos em degeneracao), reacao neutrofilica (neutréfilos permeando os hepatdcitos
em degeneracdo, sobretudo os que apresentam corpusculos de Mallory) e fibrose
sinusoidal, perivenular e, predominantemente, periportal. Por fim, advém a cirrose
alcodlica hepdtica, onde se observa acumulo cada vez maior de placas fibréticas ao redor de
ilhas de parénquima hepético, sendo que o tecido hepatico assume padrdo macro e
micronodular. A partir dessa etapa, observa-se a evolucdo para necrose isquémica e
obliteracdes fibrosas dos nddulos, que originam grandes areas de tecido cicatricial pélido e
resistente (Robbins and Cotran, 2005). A cirrose é considerada o fator de risco mais
importante para o desenvolvimento do HCC (Tanaka et al, 2001; Stickel et al, 2002; Poschl
and Seitz, 2004; Marrero, 2005; McKillop and Schrum, 2005; Voight, 2005), podendo ser
de etiologia viral (virus da hepatite B e C), ou alcodlica (Stickel et al, 2002; Poschl and
Seitz, 2004; Marrero, 2005; Willner and Reuben, 2005).

O potencial hepatocarcinogénico do etanol para o homem ainda nao estd bem
estabelecido e os dados experimentais em roedores sdo ainda inconsistentes, visto que
existem diferencas marcantes nos delineamentos experimentais como dose, periodo de
exposicdo, protocolos e etapas de hepatocarcinogénese e tipos de lesdes avaliadas (pré ou
neoplésicas). Alguns trabalhos indicam que o etanol pode atuar como agente co-
cancerigeno (Stickel et al, 2002; Poschl and Seitz, 2004; Yu and Yuan, 2004) ou promotor
da hepatocarcinogénese quimica (Takada, 1986; Tanaka, 2001; Stickel et al, 2002; Karim et
al, 2003; Poschl and Seitz, 2004; Kushida et al, 2005), ou de ambas as formas, dependendo
da fase e via de administragdo utilizada (Poschl and Seitz, 2004).

O etanol pode apresentar efeito co-carcinogénico, pois seu consumo abusivo pode
reduzir os niveis de substdncias antioxidantes, como as glutationas (redutases e
transferases), o-tocoferol e [3-caroteno, seja pela perda de estoques teciduais, por inibicdo

de sintese ou por destruicao através da geracdo de radicais livres (Kock et al, 2004; Valko
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et al, 2006), além de alterar a funcdo de enzimas hepdticas antioxidantes, como a
glutationa-S-transferase em decorréncia da formacao de adutos acetaldeido-enzima (Sultana
et al, 2005). Nao obstante, o consumo de etanol aumenta a expressdo da enzima CYP2E1
em varios 6rgaos, em especial no figado (Kushida et al, 2005; Tsutsumi et al, 1993; Stickel
et al, 2002; Poschl and Seitz, 2004; McKillop and Schrum, 2005). Essa enzima, pertencente
a familia do citocromo P450, é também responsavel pela biotransformacdo de varios pré-
cancerigenos em suas formas reativas, como, por exemplo, as aflatoxinas, nitrosaminas
(entre eles a DEN) e hidrocarbonetos policiclicos (Tsutsumi et al, 1993; Stickel et al, 2002;
Yu and Yuan, 2004; Poschl and Seitz, 2004), o que aumenta o risco de formacao de células
iniciadas no organismo, uma vez que essas substidncias estdo presentes no ar, sao
produzidas no preparo de carnes e no cozimento dos alimentos, no uso de cigarros e
consumo de bebidas alcodlicas (Tsutsumi et al, 1993; Stickel et al, 2002; Karim et al, 2003;
Po6schl and Seitz, 2004; McKillop and Schrum, 2005; Marrero, 2005; Kushida et al, 2005).

A CYP2EI1 é uma das enzimas responsaveis pela biotransformacdo do etanol a
acetaldeido, com conseqiiente geracao de radicais livres de oxigénio (RLO) (Stickel et al,
2002; Karim et al, 2003; Poschl and Seitz, 2004; Donohue et al, 2005; McKillop and
Schrum, 2005), sendo o estresse oxidativo um evento promotor da hepatocarcinogénese
(Bunout, 1999; Karim et al, 2003; Stickel et al, 2002; Donohue et al, 2005; Petersen, 2005).
Em estudo desenvolvido por Kushida et al (2005) foi observado que animais expostos por
16 semanas ao etanol numa concentragdo de 20% apresentam elevada expressao hepatica
da enzima CYP2EI em sua forma protéica. O acetaldeido gerado da metabolizacdo do
etanol apresenta atividade mutagénica e carcinogénica, uma vez que reage com o DNA
nuclear, formando adutos e inibindo o sistema de reparo de DNA, induzindo aberragdes
cromossOmicas e estimulando a apoptose e outros danos celulares (Stickel et al, 2002;
Poschl and Seitz, 2004; Brooks e Theruvathu, 2005).

Quando administrado nas concentragdes entre 5% a 20%, apds o periodo de
iniciagdo da hepatocarcinogénese quimica pela DEN, o dlcool atua como potente agente
promotor, aumentando o nimero e tamanho de focos de hepatdcitos GST-P positivos
(Tanaka et al, 2001; Karim et al, 2003) e a incidéncia e multiplicidade de adenomas e

hepatocarcinomas em ratos (Takada et al, 1986; Tsutsumi et al, 1993; Tanaka et al, 2001;
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Karim et al, 2003; Kushida et al, 2005). Entretanto, alguns trabalhos sdo controversos em
relagc@o ao efeito de periodos de abstengdo de etanol sobre o efeito promotor deste quimico
(Tanaka et al, 2001; Karim et al, 2003). Desta forma, o aumento de proliferacao celular
associado ao uso continuo de etanol é um evento fundamental para sua atividade
promotora, mas que em periodos longos de abstencdo a associagdo entre reducdo na
producdo de RLO e diminui¢ao de proliferacdo celular podem frear o desenvolvimento das
lesdes pré-neoplasicas (Karim et al, 2003).

Os possiveis modos de acdo através dos quais o etanol exerce efeito promotor da
hepatocarcinogénese sdo: 1) aumento nas taxa de proliferacdo celular (Takada et al, 1986;
Tanaka et al, 2001; Karim et al, 2003; Kushida et al, 2005), inducdo de estresse oxidativo
(Bunout, 1999; Stickel et al, 2002; Poschl and Seitz, 2004; McKillop and Schrum, 2005;
Karim et al, 2003; Petersen, 2005; Donohue et al, 2005) e formacdo de acetaldeido (Stickel
et al, 2002; Poschl and Seitz, 2004; McKillop and Schrum, 2005). A formacdo de um
ambiente oxidativo, seja por producdo de RLO ou por radicais livres de nitrogénio (RLN),
promove alteragdo no potencial redox da célula, que pode levar a danos no DNA e outros
componentes celulares, como lipideos e proteinas (Valko et al, 2006; Niemeld, 2001) e,
eventualmente, a formacao de células iniciadas.

O consumo abusivo de etanol €, ainda, uma das maiores causa de ma nutricao entre
adultos nos paises desenvolvidos (Bunout, 1999). A ingestdo de etanol causa deficiéncias
nutricionais tais como alteracdes no metabolismo lipidico, protéico, de carboidratos, de
vitaminas, principalmente a vitamina A e do complexo B, e micronutrientes, como o zinco
(Bunout, 1999). Essas deficiéncias contribuem para a hepatocarcinogénese, uma vez que o
consumo excessivo de etanol promove hipometilacdo do DNA, aumentando a necessidade
de ingestdo de doadores de metil, cuja absorcdo fica comprometida apds o consumo de
etanol (Stickel et al, 2002; Poschl and Seitz, 2004). Ndo obstante, o aldeido causa
destruicao do folato na célula, o que inibe a transmetilacio de genes envolvidos no
processo de hepatocarcinogénese (Poschl and Seitz, 2004) e, além disso, a deficiéncia de
lipotropos pode levar ao desenvolvimento de esteatose, fibrose e cirrose hepdtica, com

participacdo de células ovais e de Ito (Tee et al, 1994; Besshi et al, 2004).
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Os dados experimentais sobre o efeito do etanol em experimentos de
hepatocarcinogénese sdo controversos, provavelmente devido aos diferentes protocolos
utilizados, tempo de exposi¢cdo ao etanol, concentracido e linhagem de animal utilizada. No
entanto, hA um consenso na literatura de que o etanol per se ndo apresenta atividade
hepatocancerigena, atuando como um agente promotor ou co-carcindgeno. Radike et al (1981)
mostraram efeito potencializador do etanol a 5% na hepatocarcinogénese induzida por cloreto
de vinil em ratos Sprague-Dawley. Esses autores mostraram também redu¢@o no periodo de
sobrevida dos animais e no periodo de laténcia dessa doenca. Nesse mesmo ano, outro
trabalho com ratos Sprague-Dawley mostrou que o etanol a 25%, quando administrado
concomitantemente com a DEN, apresentou efeitos inibidores da carcinogénese hepdtica
(Habs and Schmahl, 1981). Em ambos os estudos, o etanol foi administrado
concomitantemente com o agente iniciador, sendo que no primeiro a exposi¢do ao édlcool
inicou-se quatro semanas antes da exposi¢ao ao cloreto de vinil.

Virios outros trabalhos indicam efeito promotor do etanol na hepatocarcinogénese.
Driver and McLean (1986) demonstraram que uma concentracdo de etanol a 5% apresenta o
mesmo potencial promotor que uma concentracao elevada de fenobarbital (1000 pg/ml), um
potente indutor enzimatico e agente promotor da hepatocarcinogénese, apds iniciacdo pela
DEN. Nesse mesmo ano, um outro grupo de pesquisadores mostrou o potencial indutor de
lesdes neopldsicas do etanol a 20% apds iniciagdo com a DEN e estimulo proliferativo
promovido pela hepatectomia parcial de 70% em ratos Wistar (Takada et al, 1986), fato ndo
observado por Cho and Jang (1993), quando administraram etanol a 10% ap0s a iniciagdo com
DEN em neonatos de ratos Sprague-Dawley. O etanol mostrou atividade promotora nio
apenas em experimentos cujo agente iniciador foi a DEN, mas também com a aflatoxina B1
(AFB1), 3’-metil-4-dimetilaminobenzeno (3-Me-DAB), N-nitrosomorfolina (NNM),
estrogenos sintéticos e progestagenos, 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]quinoxalina
(MelQx) e dieta deficiente em colina e suplementada com etionina (CDE).

Quando administrado apds a iniciagdo com AFB1, o etanol a 10% aumentou o nimero
e a area de FHA ferro-negativos em ratos machos ACI/N (Tanaka et al, 1989). Quando
administrado concomitantemente com etinilestradiol e acetato de noretidrona, o etanol a 10%

promoveu aumento da proliferacdo celular relacionada com a cinética dos receptores de
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estrogenos, tanto nuclear quanto citoplasmadtico e aceleracao da formagdo de picos de adutos
de DNA induzidos pelos agentes iniciadores, resultando em aumento na incidéncia de lesdes
pré-neoplésicas e neoplésicas no figado tanto de machos quanto de fémeas de ratos Wistar
JLC (Yamagiwa et al, 1991; Yamagiwa et al, 1994). Em animais iniciados com a NNM o
etanol (1 g/kg) apresentou atividade promotora quando administrado intra-peritonealmente
concomitantemente com a droga iniciadora e ndo apds o periodo de iniciagdo de ratos
Sprague-Dawley (Tatsuta et al, 1997). De maneira contraria, quando o etanol a 5% foi
administrado em dieta liquida antes do periodo de iniciacdo com a dimetilnitrosamina (DMN)
houve reducdo na incidéncia de HCC e também aumento na sobrevida de fémeas da linhagem
Sprague-Dawley, o que sugere aumento no periodo de laténcia dessa doenca (Teschke et al,
1983). Karim et al (2003) expuseram machos F344/DuCrj a uma dieta liquida contendo etanol
a 5% por uma periodo de 16 semanas, apds periodo de iniciacdo de 8 semanas com MelQx e
observaram aumento no nimero de FHA GST-P positivos concomitantemente com um
aumento nos indices de proliferacao celular e dano oxidativo no material genético dos
hepatdcitos desse animais (Karim et al, 2003). Um outro experimento utilizando a mesma
droga iniciadora pelo mesmo periodo de iniciagdo em ratos F344/DuCrj mostrou novamente
que o etanol exerce atividade promotora, mas somente em concentracdes acima de 3%,
estabelecendo, portanto, um limiar de acdo para baixas doses de consumo de etanol (Kushida
et al, 2005). Em administracdo concomitante com a MelQx (10 e 100 ppm), a exposi¢ao ao
etanol a 10% acarretou em aumento no nimero de FHA GST-P positivos em ratos F344
(Wanibuchi et al, 2006).

Misslbeck et al. (1984) administraram etanol a 5% em dieta liquida em combinag@o
com uma variedade de dietas contendo altos ou baixos teores de gordura, apos iniciagdo com
AFB1, e observaram efeito promotor da hepatocarcinogénese quimica apenas quando o etanol
foi administrado com dieta contendo altos teores de gordura a machos da linhagem Sprague-
Dawley. Ainda, o etanol a 5% em dieta liquida mostrou efeito promotor da
hepatocarcinogénese quimica em ratos Wistar quando administrado antes da introducdo de
dieta deficiente em colina e suplementada com etionina (dieta CDE). Nessas condi¢des o
etanol acelerou o aparecimento de alteracdes celulares associadas aos estdgios iniciais da

hepatocarcinogénese nesse modelo (Croager et al, 2003).
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1.4 Metaloproteinases, cancer e hepatocarcinogénese

As metaloproteinases da matriz (MMP, sigla do termo em inglés) pertencem a uma
familia de proteases extracelulares que regulam ou participam de processos fisioldgicos e
de desenvolvimento normais no organismo (Vu and Werb, 2000). Entretanto, a expressao
anormal das MMPs contribui para vdarios processos patolégicos, tais como artrite
reumatdide e osteoartrite, enfisema pulmonar, crescimento e metdstase tumoral, entre
outros (Kéhiri and Saarialho-Kere, 1999; Nagase and Woessner, 1999; Zeng et al, 1999;
Dufty et al., 2000; Wang, 2003).

As MMPs sio um grupo de endopeptidades dependentes de Ca®* e Zn®* com
especificidade para diferentes substratos, podendo degradar lamininas, fibronectinas,
elastinas, coldgenos, proteoglicanas e outros componentes da matriz extracelular (MEC)
(Duffy et al., 2000; Hoekstra et al., 2001). Sao sintetizadas e secretadas na forma inativa
(pré-peptidases latentes) sendo, entdo, ativadas em pH neutro pela remocdo de um pré-
peptideo N-terminal (forma ativa) por membros da familia das MMPs ou por outras
proteases (Vu and Werb, 2000). As MMPs sdo inibidas por uma familia de inibidores
teciduais de metaloproteinases, os chamados TIMPs (sigla do termo em inglés), que sao
inibidores endégenos. Ha também os inibidores exdgenos de MMPs, os chamados MMPIs
(sigla do termo em inglés), como por exemplo o batimastat (inibidor de MMP-1, 2, 3, 7, 9)
e o marimastat (inibidor de MMP-1, 2, 3, 7, 9, 12) (Hoekstra et al., 2001).

Atualmente sdo conhecidos mais de 25 membros da familia das MMPs. De uma
forma geral, as MMPs sdo agrupadas em decorréncia das similaridades estruturais e
funcionais (a¢do sobre substratos especificos) em cinco subgrupos gerais (Jones and
Walker, 1997; Duffy et al., 2000; Maditti et al., 2000) 1) as Colagenases, que degradam o
coldgeno fibrilar intersticial, e incluem a MMP-1 (colagenase intersticial) que degrada
preferencialmente coldgeno tipo III, a MMP-8 (colagenase de neutréfilo) que tem
preferéncia pelo coldgeno tipo I e a MMP-13 (colagenase-3) pelo coldgeno tipo II; 2) as
Gelatinases A ¢ B (MMP-2 e MMP-9 respectivamente), que possuem alta atividade na
clivagem do coldgeno desnaturado e degradam o coldgeno tipo IV da membrana basal
(MB), assumindo, portanto, uma importante fun¢do na invasdo tumoral (Woessner, 1994;

Wang, 2003); 3) as Estromelisinas (STR), que compreendem quatro membros: STR-1
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(MMP-3), STR-2 (MMP-10), STR-3 (MMP-11) e a matrilisina (MMP-7 ou PUMP-1 —
supostamente a metaloproteinase 1). Com exce¢do da STR-3, as estromelisinas tém
especificidade para uma grande variedade de substratos, sendo capazes de degradar
fibronectinas, lamininas, elastinas, proteoglicanas e coldgenos; 4) as MMPs associadas a
membrana (MT-MMPs, sigla do termo em inglés) que sao moléculas transmembrana; e 5)
as MMPs que ndo se enquadram nos grupos anteriores.

Para que ocorram os processos de invasao e metéstase tumoral € necessario que haja
perda das propriedades de adesdo celular, degradacdo da MB e da MEC (tumores de células
epiteliais), levando a invasdo do tecido conjuntivo subjacente. Desta forma a ativagao local
de MMPs, que estdo intimamente relacionadas a esses processos, sdo importantes visto que:
1) As MMPs sdo detectadas em uma grande variedade de tumores; 2) Os niveis de um
membro especifico da familia das MMPs, ou mesmo um nimero de diferentes membros da
familia das MMPs ja detectados tendem a aumentar com a progressao da neoplasia; 3)
MMPs podem ser produzidas pelas préprias células tumorais ou em resposta ao tumor
(células estromais); 4) as MMPs mais freqiientemente expressas nos tumores sao as MMP-
2,3,7,9, 11, 13 e 14. Assim, o desequilibrio entre a ativacao e a inibi¢do da atividade das
MMPs pode favorecer o desenvolvimento do cancer por facilitar a invasdo de células
tumorais pela MEC. (Jones and Walker, 1997; Aparicio et al, 1999; Stamenkovic, 2000;
Foda and Zucker, 2001; Hoekstra et al, 2001; Cui, 2004).

Pesquisadores tém demonstrado que existe uma correlacdo positiva entre a progressao
das neoplasias e a expressdo de varios membros das MMPs, tanto em tumores humanos
como de animais de experimentacdo (Zeng, 1999; Stamenkovic, 2000; Foda and Zucker,
2001). Entretanto, técnicas de hibridizagcdo in sifu mostraram que muitas MMPs ndo sdo
produzidas por células tumorais, mas sim por células estromais adjacentes. Isto sugere que
células tumorais produzem um fator estimuladoro (indutor de metaloproteinase da matriz,
EMMPRIN) que induz fibroblastos estromais a produzirem as MMPs. Além disso, muitos
fatores de crescimento, hormo6nios, oncogenes e promotores de tumor tém papel importante
na regulagdo da transcricao de genes das MMPs (Hoekstra et al., 2001).

O crescimento expansivo das neoplasias também depende do estroma para formacao

de novos vasos (angiogé€nese). A angiogénese € um processo complexo que requer
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degradacdo da MB e dos vasos sangiiineos circundantes da MEC; quimiotaxia de células
endoteliais para estimulo angiogénico; proliferacao de células endoteliais; e remodelacao da
MB com a formag¢do de novos vasos sanguineos. Essa remodelacao € resultado da atividade
das MMPs. As células endoteliais produzem MMP-1, 2, 3 e MT-MMP, sendo que as
principais proteases envolvidas no processo de angiogénese tumoral sdio a MMP-2 e a MT-
MMP (Foda and Zucker, 2001). Portanto, as MMPs promovem a angiogénese por dois
mecanismos bdasicos: pela degradacdo de barreiras permitindo a invasdo de células
endoteliais; e pela liberagdo de fatores que promovem ou mantém o fendtipo angiogénico
(Duffy et al., 2000). O aumento da expressao das MMPs pode conferir as células tumorais a
capacidade de invasdo de tecidos vizinhos e, paradoxalmente, levar a producdo de
moléculas que limitam esse crescimento, como a producdo de fatores anti-angiogénicos,
tais como a angiostatina (clivagem do plasminogénio) e endostatina (clivagem do coldgeno
XVIII) (Vu and Werb, 2000).

A perda na regulacdo da maquinaria enzimética envolvida na degrada¢ao da MEC ¢é
um fator importante em processos patoldgicos associados ao figado, como fibrose, cirrose e
desenvolvimento de neoplasias (Kossakowska et al, 1998; Théret et al, 1998). Os
componentes da MEC mais importantes no figado normal sdo coldgenos dos tipos I, III, IV,
V e VI, em especial o I e III que correspondem a cerca de 80% do coldgeno total presente.
Ha também componentes ndo-coldgenos, como fibronectina, laminina, tenascina, undulina
e entactina. Estes componentes, no figado normal, estio em constante remodelacao pela
acdo de enzimas como as MMPs e de seus inibidores teciduais, os TIMPs (Kossakowska et
al, 1998; Gagliano et al, 2002).

Altos niveis de atividade de MMPs no figado tém sido relatados em processos
patoldgicos tais como cirrose e fibrose, e no desenvolvimento de neoplasias, como o
carcinoma hepatocelular e colangiocarcinomas. As principais MMPs encontradas em alta
expressdo em estudos in vitro e in vivo com tecido hepdtico alterado (patoldgico) sao
MMP-2, MMP-9, MMP-1 (colagenase intersticial de humanos), MMP-13 (colagenage
intersticial de ratos), MMP-3, MMP-7 ¢ MMP-14 (MT1-MMP) (Iredale et al, 1998;
Kossakowska et al, 1998; Arthur, 2000; Maata et al, 2000; Kaneyoshi et al, 2001; Nomura
et al, 2001; Ishii et al, 2003; Sun et al, 2003; Wang et al, 2003a,b; Cui, 2004).
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As MMPs 2 e 9 sdo conhecidas como gelatinases tipo 1V, pois degradam o coldgeno
IV da MB, e sdo as mais estudadas nos processos patologicos do figado. A pr6-MMP-2 ¢
ativada por um complexo formado pela MT1-MMP e TIMP-2. Ativa, a MMP-2 € capaz de
ativar a pro-MMP-9, que também pode ser ativada por plasmina, estromelisina 1 (MMP-3)
e calicreina tecidual (Fridman et al, 1995; Arthur, 2000; Kaneyoshi et al, 2001, Olaso et al,
2001).

O fator de crescimento e transformagdo B (TGF-B, sigla do termo em inglés),
também esta envolvido na regulagcdo da atividade de MMPs e TIMPs. Em adicao, estudos
sugerem que a interacdo entre células tumorais e estromais hepdticas também participam da
ativacdo das MMPs, influenciando o crescimento e a invasdo tumoral (Matrisian, 1990;
Stetler-Stevenson et al, 1990; Kaneyoshi et al, 2001).

Como salientado anteriormente, a exposi¢do cronica ao etanol € um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas hepaticas, como a fibrose, a cirrose e o cancer (Robbins
and Cotran, 2005; Tanaka et al, 2001; Stickel et al, 2002; Poschl and Seitz, 2004; Marrero,
2005; McKillop and Schrum, 2005). A fibrose hepatica € tida como um processo patolégico
dindmico, onde hé constante degradacao e deposicao de elementos da MEC (Arthur, 2000;
Leon et al, 2005; Senties-Gomes et al, 2005, Preaux et al, 2002), com intensa participagao
de MMPs (Arthur, 2000; Leén et al, 2005; Senties-Gomes et al, 2005; Preaux et al, 2002;
Kim et al, 2000; Knittel et al, 2000; Murphy, 2002; Schuppan et al, 2001).

Em figados normais, a MEC € organizada de duas maneiras: uma MEC densa, mais
fibrilar, localizada nos espacos porta, ao redor das veias centro-lobulares e na cdpsula que
envolve o 6rgdo, e uma MEC que forma uma rede de baixa densidade localizada nos
espacgos perisinusoidais, ou espaco de Disse, que separa os hepatdcitos do endotélio
sinusoidal, que € composta por coldgeno tipo IV, laminina e proteoglicanas (Arthur, 2000;
Schuppan et al, 2001). Nesse espacgo ficam localizadas, ainda, as células de Ito ou estreladas
hepaticas (HSC, da sigla em inglés), as células de Kupffer e as células endoteliais dos
capilares fenestrados (Schuppan et al, 2001).

As HSC sio células que, em estado quiescente, ou nao-ativado, acumulam vitamina
A (Friedman, 2004; Arthur, 2000; Wang et al, 2004; Murphy et al, 2002). Quando o

parénquima hepdtico normal sofre algum tipo de injuria, ha um desequilibrio nos
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mecanismos de degradagdo/reposicio da MEC (Knittel et al, 2000; Friedman, 2004;
Senties-Gémez et al, 2005), com depo6sito de coldgeno fibrilar do tipo I e III no espaco de
Disse, alterando o microambiente que envolve as HSC e ativando-as (Arthur, 2000; Leon et
al, 2005; Senties-Gomes et al, 2005; Preaux et al, 2002; Kim et al, 2000; Knittel et al, 2000;
Murphy, 2002; Schuppan et al, 2001). Essas células adquirem entdo um fendtipo
proliferativo, contratil, migratério, fibrogénico e inflamatério (Friedman, 2004) e,
juntamente com miofibroblastos também ativados dessa regido, passam a sintetizar um
amplo espectro de moléculas da MEC, principalmente colagenos fibrilares, MMPs e TIMPs
(Arthur, 2000; Ledn et al, 2005; Senties-Gomes et al, 2005; Preaux et al, 2002; Kim et al,
2000; Knittel et al, 2000; Murphy, 2002; Schuppan et al, 2001), sendo que as MMPs
parecem estar relacionadas com os estdgios mais precoces das lesdes fibréticas (Arthur,
2000; Kim et a., 2000) e as TIMPs mais relacionadas com a progressdo/manutencdo dessas
lesdes (Xu et al, 2004).

Virios trabalhos mostram aumento na atividade de MMP-2 e 9 no inicio das lesdes
fibréticas ou em exposi¢des agudas ao etanol, levando a degradacdo das membranas basais
dos capilares sinusdides e também de residuos de fibrilas de coldgeno reduzindo, assim, as
fenestras dos capilares (Knittel et al, 2000; Kim et al, 2000; Arthur, 2000). Durante a
manutencdo da fibrose hepdtica as HSC e miofibroblastos sdo mantidos ativados pela
inibicdo direta da atividade das MMPs pela TIMP-1 (cuja expressdo se mantém alta ao
longo de todo periodo de evolucdo da fibrose hepdtica), o que acarreta aumento na
deposicdo de MEC densa, inibindo a apoptose das HSC (Murphy et al, 2002). Durante a
reversdo da fibrose ocorre apoptose das HSC e miofibroblastos, através da diminuicdo na
expressdo e atividade de TIMP-1, resultando em ativagdo de MMPs presentes na MEC,
como a MMP-1, 2, 3 e 9 (Arthur et al, 2000; Preaux et al, 2002; Friedman, 2004). Nesse
contexto, convém destacar que o etanol per se é capaz de promover ativacdo das HSC (Xu
et al., 2004).

Existem poucos relatos na literatura que esclarecem o papel do etanol na ativacdo de
MMPs durante o processo de carcinogénese. Aye et al (2004) demonstraram que o etanol
aumenta a ativacdo de MMP-2 produzida por fibroblastos da linhagem HS68 e

CCD1056SK in vitro, e, utilizando-se desse meio de cultura condicionado para avaliar o
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potencial invasivo das linhagens BT474, SKBR-3 ¢ HB2"™? de células de cncer de
mama, observaram aumento no potencial metastatico dessas células, fato corroborado por
outro trabalho mais recente desse mesmo grupo (Ke et al., 2006). Etique et al (2006)
demonstraram aumento na ativacdo de MMP-2 e 9 presentes no meio de cultura de células
da linhagem MCF-7 (uma linhagem oriunda de neoplasia de mama) que foram expostas ao
etanol.

Baseado nos estudos relacionados ao potencial carcinogénico do etanol, elaboramos
uma investigacdo experimental para elucidar o efeito promotor do etanol, utilizando-se de
marcadores de lesdes pré-neoplésicas e de progressao tumoral no figado e analizando duas
vias principais: aumento da atividdae de metaloproteinases e do fator de crescimento e

transformacao alpha (TGF-a.).
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2. Objetivos
Caracterizar o potencial promotor do etanol no modelo de hepatocarcinogénese do
hepatdcito resistente, analisando seu efeito diferencial sobre o)

crescimento/desenvolvimento de lesdes pré-neoplésicas.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most frequent cancer in the world and
chronic ethanol abuse is a known risk factor, although a direct correlation between ethanol
consumption and development of HCC remains uncertain. The present study was designed
to evaluate the differential promoting effects of the long-term ethanol intake on
remodeling/persistence of gluthatione S-transferase placental form (GST-P) and
transforming growth factor alpha (TGF-a) positive preneoplastic lesions (PNL) using a
resistant hepatocyte model. Male Wistar rats six week-old were randomly allocated into 5
experimental groups: G1 group, non-treated and water and chow ad libitum; G2- non-
treated and pair-fed chow (restricted to match that of G3 group) and a maltodextrin (MD)
solution in tap water (matched ethanol-derived calories); G3 group, drinking ethanol 5%
ethanol (v/v) and chow ad libitum; G4- Diethylnitrosamine (DEN, 200 mg/kg body weight)
plus 200 ppm of 2-acetylaminofluorene (2AAF) for 3 weeks and pair-fed chow (restricted
to match that of G5 group) and a MD solution in tap water (matched ethanol-derived
calories); G5- DEN/2-AAF treatments and ethanol 5% and chow ad [libitum. All animals
were subjected to 70% partial hepatectomy at week 3 and killed at weeks 12 or 22. Liver
samples were collected for histology (preneoplastic and neoplastic lesions and apoptosis
detection) and immunohistochemistry (proliferating cell nuclear antigen —-PCNA, GST-P
and TGF-a) and zymography (metalloproteinases —2 and -9, also known as gelatinases,
activities). At the end of ethanol treatment, there was an increase in percent of liver area
occupied by persistent GST-P-positive PNL (P < 0.001), number of TGF-a-positive PNL
(P<0.001) and in number per group and multiplicity of liver tumors (P < 0.001) in DEN/2-
AAF-ethanol group (G5) when compared to DEN/2-AAF group (G4). In addition, an
increase in PCNA labeling indices (S-phase), but not in the apoptosis rates, in both
remodeling and persistent PNL, was observed in DEN/2-AAF-ethanol group (GS5) at 22
week (P <0.001), when compared to the DEN/2-AAF group (G4). Liver gelatinase
activities were not altered by ethanol treatment. The results suggest that chronic ethanol
intake promotes a selective growth of persistent GST-P positive PNL, especially with co-

expression of TGF-a. Further studies should be done to provide better information on the
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mechanisms of the modifying effect of chronic ethanol intake on development of persistent

PNL.
Keywords: Resistant hepatocyte model, Ethanol, Remodeling and persistent GST-P-

positive preneoplastic lesions; TGF-a positive preneoplastic lesions, Rat liver

carcinogenesis, Metalloproteinases 2 and 9.
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Introduction

Ethanol consumption is a widespread habit, especially in the western world, with
important familial and socioeconomic impacts. Although many studies show that chronic
ethanol abuse increases the risk for developing cancer of the upper aerial-digestive tract
(i.e., oro-pharynx, hypopharynx, larynx and oesophagus), breast, liver, pancreas and
colorectal cancer', the exact mechanism(s) of ethanol-associated carcinogenesis still
remain obscure, since this abuse drug per se is not considered a carcinogen4’5.

The hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth more frequent cancer worldwide,
with incidence rising in the Western countries®’, being that after diagnosis, long-term
survival outcomes for patients with HCC remain poor owing to the insidious nature of the
disease, leading to late detection and limiting the treatments available®®. Alcohol is a
known risk factor for the development of HCC, mainly in patients infected with the
hepatitis C virus (HCV) who drink heavily are likely to suffer more severe liver injury,
promoting disease progression to cirrhosis and increasing their risk for liver cancer’”.
However, a direct correlation between alcohol consumption and the development of HCC
in humans remain inconclusive.

In the liver, the hepatocyte represents the major site of ethanol metabolism through
three main pathways, including ADH, inducible CYP2E1 and catalase enzymes, that leads

10,11

to the generation of acetaldehyde and reactive oxygen and nitrogen species . These free

radicals can bind rapidly to cell constituents, including DNA, lipids and proteins, raising
mainly oxidative DNA damage, lipid peroxidation, protein impairment and depletion of
many antioxidant systems including reductions in glutathione, vitamin E and

phosphatidylcholinez’1 b2

13,14

In addition, acetaldehyde is highly toxic, mutagenic and
carcinogenic and the induction of CYP2EI has been demonstrated to enhance the
activation of many xenobiotics, among them the diethylnitrosamine (DEN), a known
genotoxic and carcinogen agent to the liver that are present in many alcoholic beverages,
tobacco smoke, and the dieting compoundsls.

Recently, some studies have demonstrated that ethanol and its metabolites including
acetaldehyde induce or inhibit, respectively, the production of matrix metalloproteinases

(MMPs) or the tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) in different cells types.
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Ethanol and acetaldehyde directly promote the production of transforming growth factor
beta-1 (TGFB-1) and several extracellular matrix (ECM) constituents and also alters
TIMPs/MMPs regulation by directly activate hepatic stellate cells (HSCs) inducing liver

. . 16,17
fibrosis

. In fact, acetaldehyde is a fibrotic agent for the liver that induces the expression
of type-1 and type-3 collagen genes in HSCs'’. Also, in fibrotic liver there is a increased
expression of TIMPs, which plays an important role in the regulation of MMPs activities,
including the gelatinases (MMP-2 and 9), which degrade basal membrane compounds, a
important step in the liver carcinogenesis that leads to the vascular invasion and formation
of metastasis'®'"®. Fibroblastic HS68 and CCD1056SK and mammary MCF-7 cell lines
exposed to ethanol produces MMPs (gelatinases or MMP-2 and 9)**.

In rodent liver carcinogenesis assay, there are some controversy concerning in
whether ethanol is a promoting agent or exerts co-carcinogenic effects, or neither'”. Some
studies showed a promoting action of ethan0122'27, while others showed no-addictive effect,
or even an inhibition of hepatocarcinogenesis®>. The disagreements between these data
are due probably by differences in experimental designs: different initiators used, moment
of administration of ethanol (i.e., before, during or after the administration of the
hepatocarcinogen), preneoplasia and neoplasia end-points, and the strain of the rodent'.

Among the experimental models of hepatocarcinogenesis, the resistant hepatocyte
(RH) model is one of the most classical to the study of the different steps of the rat
hepatocarcinogenesis. In this model, DEN-initiating agent induces single cells and small
foci of putative initiated hepatocytes that then are promoted with 2-acetylaminofluorene (2-
AAF) associated with a 70% partial hepatectomy (PH)*. 2-AAF is a mito-inhibitor to
normal hepatocytes but does not inhibit a subpopulation of the glutathione S-transferase
(GST-P)-positive hepatocytes. The PH acts as a mitotic stimulus that results in the rapid
growth of this subpopulation into larger GST-positive lesions, while the surrounding liver
remains quiescent. Some lesions eventually develop into grossly visible nodules and, over
months, tumours arise>"¥,

Two phenomena that occur following the promotional stimulus of the RH protocol

are remodeling (or redifferentiation) of lesions and the proliferation and migration of oval

cells. Hepatocytes within remodeling lesions loose expression of GST-P and other enzymes
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common to preneoplastic liver lesions (PNL) and also trend to revert to a more normal liver
phenotype®***. Remodeling occurs in most lesions over the months following promotion
and persistent PNL that remain are one site within which HCC can develop34. Differential
effects of promoting and anti-promoting liver agents and susceptibility of rat strains on
remodeling and persistence of PNL have been investigated by others™ >°.

Although the hepatopromoting potential of ethanol has been reportes by others, litlle
1s known about the potencial of this abuse drug in inducing the selective growth of putative
preneoplastic lesions. Thus, the present study was developed to verify the differential
ethanol-promoting activity on remodeling and persistent PNL that expresses GST-P and
transforming growth factor alpha (TGF-a) markers. In addition, were evaluated the seletive
growth of PNL (PCNA and apoptosis) and gelatinases activity (MMP-2 and MMP-9),

which are important markers of tumour progression, between non-treated and ethanol-

treated groups.

Material and Methods

Animals and treatments. Four-week-old male Wistar rats were obtained from
Multidisciplinar Center for Biological Investigation (CEMIB, UNICAMP Campinas- SP,
Brazil) and housed in polypropylene cages (five animals/cage) covered with metallic grids
in a room maintained at 22 + 2°C, 55 + 10% humidity and with a 12-hr light-dark cycle.
They were fed commercial Purina chow (LABINA, Paulinia, SP, Brazil) and water ad
libitum for a 2-week acclimation period. Then, the animals were randomly divided into five
experimental groups (Figure 1): G1 group- non-treated and water and chow ad libitum; G2-
non-treated and pair-fed chow (restricted to match that of G3 group) and a maltodextrin
(MD, Neo-Nutri, Pocos de Caldas-MG, Brazil) solution in tap water (matched ethanol-
derived calories); G3 group- drinking ethanol 5% (v/v) (Dindmica Quimica, Sao Paulo-SP,
Brazil) and chow ad libitum; G4- Diethylnitrosamine (DEN, Sigma-Aldrich Co., St. Louis
Mo, USA) (200 mg/kg body weight) plus 200 ppm of 2-acetylaminofluorene (2AAF,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis Mo, USA) for 3 weeks and pair-fed chow (restricted to match
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that of G5 group) and a MD solution in tap water (matched ethanol-derived calories); G5-
DEN/2-AAF treatments plus 5% ethanol in tap water and chow ad libitum. All animals
were subjected to 70% partial hepatectomy at week 3 and killed at weeks 12 (5 weeks after
the beginning of ethanol exposure) or 22 (15 weeks after the beginning if ethanol
administration). Food and liquid intake were measured daily to calculate the volume of
solid food and of isocaloric MD solution offered to the pair fed groups. Body weight was
measured twice a week during all experiment. The protocols used were consistent with the
Ethical Principles for Animal Research adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and approved by the Bioscience Institute/UNESP Ethical
Committee for Animal Research (CEEA).

Tissue processing, histology and immunohistochemical procedures. At necropsy, the
liver were removed, weight, and fixed in 10% phosphate-buffered formalin by 24 hours.
After fixation, representative samples of liver and right and left kidneys were processed for
paraffin embedding. The paraffin blocks were cut into 5-um-thick sections and stained with
hematoxylin-eosin (HE) for histopathological and apoptosis analysis and by
immunohistochemistry for GST-P, PCNA or TGF- o antigen (serially sectioned liver
slides).

Hepatic preneoplastic lesions (PNL, Figure 2-D) were classified as altered foci of
hepatocytes (AFH) or as hyperplastic nodules (HN) with clear/eosinophilic, amphophilic,
basophilic, tigroid cell foci and mixed cell types, according to the previously published
criteria’’. AFH were considered PNL smaller than one hepatic lobule, whereas HN
comprised spherical PNL larger than one or more hepatic lobules, both PNL without no
visible compression of surrounding liver. Liver tumors were classified as hepatocellular
adenomas (HA) or HCC, according to the previously published criteria®’.

PCNA, GST-P and TGF-a expression were immunohistochemically detected as
follow described™. Briefly, deparaffinated 5-um-thick serial liver sections on poly-L-
lysine coated slides were treated with 3% H,0, in phosphate-buffered saline for 15 min,
nonfat milk for 60 min, anti-PCNA (clone PC10, 1:200 dilution), anti-GST-P (Medical and
Biological Laboratories Co., Tokyo, Japan, clone 311, 1:1000 dilution) clone or anti-TGF-
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o (Oncogene Science Inc., New York, USA, clone Ab-2, 1:200 dilution) antibodies,
biotinylated horse anti mouse IgG or anti-goat IgG antibodies (Dako Corporation,
Carpinterie, CA, USA, 1:200 dilution) for 60 min, and streptavidin-biotin-peroxidase
solution (TissuGnost ABC Kit, Merck, Darmstadt, Germany, 1:1:50 dilution). A
pretreatment with 0.25% tripsin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis Mo, USA) for 15 minutes
and 0.05% saponin (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) solution for 30 minutes were done in
slides submitted to TGF-o. immunoreactivity”. Chromogen color development was
accomplished with 3,3"-diaminobnzidine tetrahydrochroride (DAB, Sigma-Aldrich Co., St.
Louis Mo, USA) as the substrate to demonstrate the sites of peroxidase binding. The slides
were counterstained with Harris’s hematoxilin (GST-P and TGF-a analysis) or with HE

(PCNA analysis).

Analysis of PNL expressing GST-P and TGF-a phenotypes. PNL expressing uniformly
(distinct borders) and non-uniformly (indistinct borders) staining for GST-P were classified
as the persistent (Figure 2-A) and remodeling (Figure 2-B) phenotype’’. GST-P-positive
PNL larger than 0.20 mm in diameter were measured using a Nikon photomicroscope
(Microphot-FXA, Tokyo, Japan) connected to a KS-300 apparatus (Kontron Elektronic,
Munich, Germany). The data were expressed as number (PNL/cmz), mean size (mm2) and
area (mm” /cm®) of all (persistent + remodeling), persistent or remodeling GST-P positive
PNL

The number of the clearly discernible TGF-a positive PNL (Figure 2-C) per liver
area (cm’®) was also analyzed with the aid of the KS-300 system, as indicated above.
Differential expression of TGF-a in persistent and remodeling PNL was also analyzed.
TGF-a positive PNL were also expressed as a percentage of persistent and remodeling or

all (persistent + remodeling) GST-P positive PNL.
Cell proliferating and apoptosis analysis. The liver PCNA labeling indices (PCNA LI %)

and apoptoses indices (Al%) for each animal of G1 to G3 groups were estimated by

counting the number of immunohistochemically labeled hepatocytes nuclei (S-Phase) per
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total number of counted hepatocytes (~1000) x 100. The PCNA LI% Al% indices within
persistent (Figure 3-A, C, E) or remodeling PNL (Figure 3-B, D, F) and HA were also
determined (~200 hepatocytes per LPN and 500 hepatocytes per adenoma). Criteria for
identification and quantification of hepatocytes in apoptosis were taken from the

. 41
literature™ .

Gelatin zymography for MMP2 and MMP9. Frozen samples of liver (~ 200 mg) were
mechanically homogenized in 50 mM Tris buffer pH 7,5 plus 0,25% triton-X 100 with a
Polytron for 30 sec at 4 °C, centrifuged and protein extracted on supernatant was quantified by
Bradford methods*. Aliquots (30 pg protein) from liver extracts (non-altered, with PNL and
adenoma) were subjected to electrophoresis in gelatin containing polyacrylamide (8%
acrylamide) gels in the presence of SDS under non-reducing conditions. The gelatin substrate
was present at 0.1% final concentration in the gel. The gels (0.75 mm thick) were
electrophoresed for 2 h at 100 V, 4°C, in a Bio-Rad MiniProtean II system (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Richmond, CA, USA). Following electrophoresis, the gels were washed by
gentle shaking at room temperature with 2.5% Triton X-100 (two changes) for 1 h. The gels
were incubated overnight (18-20 h) in 50 mM Tris-HCI (pH 8.4) containing 5 mM CaCl2 and
1 uM ZnCl12 at 37°C. Following incubation, the gels were stained by Coomassie Blue. Areas
of proteolysis appeared as clear zones against a blue background. Molecular mass
determinations were made with reference to prestained protein standards (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) coelectrophoresed into the gels. The IOD spectrophotometry was

determinated.
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Statistical analysis. Statistical analysis was made using the Jandel Sigma Stat Software
(Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). The body weight, body weight-gain, absolute and
relative liver and kidney weights, PCNA-labeling and apoptosis indices and lesion multiplicity
were analyzed by Student’s t test or Mann-Whitney test. The incidence of different types of
PNL and neoplastic lesions was examined using y2 test or the Fischer exact test. The data was

considered statiscally significant when p<0.05.

Results
General findings and biochemical analysis of ALT and AST. A total of 8 rats (six rats in
group 4 and two rats in group 5) died during selection treatment with 2-AAF. At the end of the
weeks 12 and 22, no differences in the mean final body weight and body-weight gain were
observed between the experimental groups and the absolute and relative liver weights from
DEN/2-AAF-treated groups (G4 and G5) were higher than non-initiated/promoted groups (G1
to G3) but without statistic significance (Table 1). The ethanol consumption was similar
(~1.05 g/rat/day) between the ethanol-treated groups (G3 and GS5).

At the end of week 22, ALT and AST values were higher in DEN/2-AAF/ethanol-
treated group (G5) than the others groups but without statistic significance (Table 1).

Histological findings. At weeks 12 and 22, liver histological analysis showed that the non-
initiated/promoted groups (G1 to G3) did not develop any PNL or neoplastic lesions.
Similarly, liver lesions indicative of hepatic injury (such as steatosis, fibrosis and
inflammation) were not observed in ethanol-treated animals (G3) (data not shown).

Data for incidence of PNL and liver tumors (i.e., hepatocellular adenomas and
hepatocellular carcinomas) in DEN/2-AAF-treated groups (G4 and G5) are shown in Table
2. Treatment with 5% ethanol did not alter the incidences of the different types of PNL or
neoplastic lesions identified by HE staining at the end of weeks 12 and 22. In contrast, the
mean number/group and multiplicity of liver tumors were increased in DEN/2-
AAF/ethanol-treated group (G5) in relation to DEN/2-AAF-treated group (G4) only at
week 22 (P < 0.001) (Table 2).
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Analysis of GST-P and TGF-a positive PNL. The non-initiated/promoted groups (G1 to
G3) did not develop any GST-P positive PNL above the established cut-off value (0.20 mm
in diameter) at the end of 12 and 22 weeks. In the week 12, number and percentage of the
liver area occupied by total (persistent + remodeling), persistent or remodeling GST-P
positive PNL GST-P positive PNL was not influenced by treatment with 5% ethanol.
However at week 22, the number of remodeling PNL per area of liver was lower in DEN/2-
AAF/ethanol-treated group (G5) when compared to DEN/2-AAF-treated group (G4) (P<
0.001). The mean size and the percentage of the liver area occupied by total (persistent +
remodeling) and persistent GST-P positive PNL was higher in DEN/2-AAF/ethanol-treated
group (G5) in relation to DEN/2-AAF-treated group (G4) (P =0.002, P< 0.038 and P<
0.001, respectively). The data from GST-P analysis of the groups submitted to the resistant
hepatocite protocol is summarized in table 3.

The results of immunostaining of liver lesions using serial sections at weeks 12 and
22 showed that the TGF-a immunoreactivity was more intense and uniform in HCA and
HCC and often heterogeneous in most PNL, and was more frequently observed in persistent
(~95%) rather than in remodeling (~5%) GST-P positive PNL (Figure 2) in both DEN/2-
AAF and DEN/2-AAF/ethanol-treated groups (G4 and GS5). At week 22, an increase in
number of TGF-a positive PNL per liver area was observed in DEN/2-A AF/ethanol-treated
group (G5) when compared to DEN/2-AAF-treated group (G4) (Table 3), especially in
persistent PNL GST-P phenotype (P< 0.001). The data from GST-P analysis of the groups

submitted to the resistant hepatocite protocol is summarized in table 4.
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PCNA labeling and apoptosis analysis in PNL. The differential influence of ethanol
treatment on cell proliferation and apoptosis in remodeling and persistent PNL are shown in
Table 5. In the week 12, there were no differences in the PCNA LI%, and apoptosis within the
remodeling and persistent PNL between the DEN/2-AAF- treated groups (G4 and G5). On the
other hand, it was observed an increase in PCNA LI% in both remodeling and persistent PNL
in DEN/22-AAF/etanol group (GS5) when compared to G4 (p<0,001), but not the apoptosis
rates, at week 22. Liver PCNA LI% and Al% were not altered by 5% ethanol or MD intake

(data not shown).

MMP-2 and 9 activities. The activity of the gelatinases (MMP2 and 9) was measured by
gelatin zymography at weeks 12 and 22 (Figure 4). Liver gelatinases activities were not
significantly altered by ethanol treatment in both non-treated and DEN/2-AAF-treated

groups.

Discussion

The present study showed that long-term administration of 5% ethanol promotes
chemically-induced rat hepatocarcinogenesis in the resistant hepatocyte model, as
previously observed in others protocols of rat hepatocalrcinogenesis24'26’43'45 . Kushida et al
(2005) have determined a threshold level for the promoting effect of ethanol on rat
hepatocarcinogenesis. These authors observed that in doses below 3% ethanol has a weak or
even no effect in the promotion of the preneoplastic GST-P-positive liver foci. In this work a
dose of 5% ethanol was used, in agreement with the threshold previously proposed26.

The tumor-promoting potential of ethanol involves the expansion of persistent GST-
P and TGF-a positive PNL with enhancement of cell proliferation, but without alters
apoptosis rates or gelatinases activities. Also, ethanol accelerates the process of progression
of hepatocarcinogenesis by enhancing the number and multiplicity of neoplastic lesions in the

liver of the DEN/2-A AF-treated animals.
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The remodeling, or phenotypic reversion, or redifferentiation, is a process where the
initiated hepatocyte gradually loose the expression of some preneoplastic markers, i.e. GST-P,
y-GGT, and return to a normal phenotype’®. This process occurs naturally in the earlier
stages of the multistep process of chemically-induced hepatocarcinogenesis and is under

. 46,47
genetic control ™

. The quantitative relation between remodeling and persistence of PNL in
the liver of rats subjected to the resistant hepatocyte model has been used to determine the
chemopreventive and/or promoter potential of various agents>~°. GST-P is a stable marker of
putative preneoplastic foci of altered hepatocytes and hepatic nodules described in various
rat hepatocarcinogenesis studies®™ ™. A typical and characteristic of PNL is their capability
of expressing one of two options: spontaneously remodeling to a normal appearing liver by
the majority (95-98%) or persistence with cell proliferation and evolution to cancer by a

small minority (2-5%)°*%

since that remodeling PNL exhibit a progressive loss of the
expression of GST-P protein and mRNA" Persistence of PNL could indicate a block in
remodeling by differentiation or apoptosis and appears to be linked to enhanced evolution
of hepatocellular carcinomas*®*’. The present work indicate that the chronic intake of 5%
ethanol increased the percent liver area occupied by total (persistent and remodeling) and
persistent GST-P positive PNL associated with a enhance in the medium size of this lesions,
also reducing the number of remodeling GST-P positive PNL. Taken together, these data
show that ethanol has a selective effect on expansion of persistent PNL, as the classical tumor
promoter phenobarbital and nafenopin48, inhibiting or delaying the normal process of
remodeling and enhancing the growth (size) of the persistent lesions, which are thought to be
the precursors of HCC.

During the process of hepatocarcinogenesis, several alterations in the expression of
proto-oncogenes occur, including an increase in the expression and release of TGF-o*. TGE-
o is a growth factor that activates the protein tyrosine kinase activity of the epidermal
growth factor receptor, and its overexpression have also been linked to tumorigenesis in
transgenic mice, which were found to present a high incidence of spontaneous mammary

50,51

gland, pancreas and liver malignant tumors . Immunohistochemical expression of TGF-

o has been demonstrated in rodent hepatic preneoplastic and neoplastic lesions >,

although a few GST-P positive PNL (~10%) presents immunoreactivity for this growth
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factor’*. Double positive GST-P and TGF-a positive PNL showed higher cell proliferation
than TGF-a negative positive PNL and could represents a potential lesion to progress to
liver tumors with action of a promoter stimulus such as phenobarbital®. A selective
increase of TGF-a positive PNL by ethanol treatment could indicate an important
promoting effect since that this growth factor may act as a potent hepatocyte mitogen to
progression of liver carcinogenesis™~>>’. Also, a higher concentration of TGF- a was found
in the culture media from ethanol-exposed HepG2 cells (used as model for alcoholic liver
disease), suggesting that this growth factor plays an important role in the liver regeneration
induced by ethanol exposure®®. The present study shows that chronic ethanol intake enhanced
the number of TGF-a positive PNL per area of liver, and that this enhancement mainly
occurred in persistent PNL, suggesting that these lesions have a growth advantage over the
remodeling PNL. One interesting fact is that almost 95% of the total TGF-a positive PNL
had persistent phenotype, which corroborates the hipothesys that this growth factor is an
important peptide to the tumor progression in this experimental carcinogenesis model, since
that persistent PNL are more likely to evolve to hepatocellular carcinomas*’.

The quantitative analysis of cell proliferation and apoptosis during liver
carcinogenesis may be an important factor to evaluate the potential modifying influence of
chemicals. The increase in cell proliferation and apoptosis in preneoplastic and neoplastic
lesions during the multi-steps of liver carcinogenesis has been described by others*>%%%
One of the mechanisms proposed by which ethanol exerts a liver promoting effect is by
enhancement of cell proliferation associated to DNA oxidative damage in chronically
exposure male F344/DuCrj and Fischer 344 rats, mainly in relation to dosing”?°. In fact,
oxidative stress and reactive oxygen species are linked to toxic responses associated with
major organs by ethanol biotransformation™. In addition, the cessation of long-term ethanol
administration also increases the cell proliferation and acts as an additional stimulus to growth
of PNL in rat hepatocarcinogenesis®. Here we presente that chronic ethanol intake enhanced
cell proliferation in both remodeling and persistent PNL without significantly affect on the
apoptotic index of this lesions.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of proteases that degrades components

from the extracellular matrix, and are involved in many physiological and pathological
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processes’’. The processes of angiogenesis, tumor invasion of the adjacent normal
parenchyma, and metastasis, are dependent on the activity of MMP-2 and 9, the so called
gelatinases, which degrade the basement membrane®. Those MMPs are produced in the liver
by the activated hepatic stellate cells (HSCs) 6 which are cells located in the liver
perisinusoidal spaces, in response of extracellular matrix changes caused by many agents,
including ethanol, since that stimulates the deposition of fibrillar collagens (collagen I and III)
in the espace of Disse®. Also, the ethanol itself is a stimulating agent for the release of

activated gelatinases in cultured fibroblasts and breast cancer cells™'

. However, no ethanol-
induced hepatic change on the activity of these proteases was observed in both animals from
G1, G2 and G3 or submitted to the resistant hepatocyte model (G4 and G5). This result must
be associated with the fact that, in this experiment, was not observed any histological
alterarions in the liver stroma.

In conclusion, the present study showed that long-term administration of ethanol
promotes rat hepatocarcinogenesis, selecting the lesions with a persistent phenotype that

express TGF-o concomitantly. Therefore, the potential promoting of ethanol is similar to the

classical promoter phenobarbital to both GST-P and TGF- a markers.
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Legend of figures

Figure 1 — Experimental Design

Figure 2- A) Remodeling (R) and persistent (P) GST-P positive PNL (20x objective); B-D)
Serial liver section showing a persistent PNL immunohistochemically stained for GST-P
(B) and TGF-a (C) and HE (D). The HE diagnosys showed that the PNL is an eosinophilic
foci (20x objective).

Figure 3. A,C,E) Serial liver section of a persistent GST-P positive PNL from an animal of
G5, showing the immunohistochemical GST-P staining (A), and the immunohistochemical
PCNA plus HE staining (C,E) for the detection of PCNA positive cell nuclei within the
PNL (C, 20x objective; E, 40x objective; arrows: PCNA positive hepatocite nuclei); B,D,F)
Serial liver section of a remodeling GST-P positive PNL from an animal of G4 , showing
the immunohistochemical GST-P staining (A), and the immunohistochemical PCNA plus
HE staining (C,E) for the detection of PCNA positive cell nuclei within the PNL (D, 20x
objective; F, 40x objective; arrows: PCNA positive hepatocite nuclei); Note the less content
of PCNA positive hepatocite nuclei within the remodeling PNL, when compared to the
persistent PNL

Figure 4. Gelatin zymography analysis of MMP-2 and MMP-9 activities in the livers from
twelve weeks (A) and twenty-two weeks experimental groups (B). In all group liver
extracts were observed the clear bands with 92, 72, 64 and 59 kDa corresponding to pro-
MMP-9, pro-MMP-2, intermediate-MMP-2 and active-MMP2, respectively. No

statistically significant differences were observed between the pair-fed groups.
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Table 1- Final body weights, body-weight gain, liver weights and transaminases levels serum in different experimental

groups. '
Treat .2 Final body Body-weight Ingestion of Liver Weights Transaminases analysis
reatmen
@ ) weight gain ethanol Absolute Relative ALT AST
roup
(9) (9) (g/rat/day) (9) (%) (un (U/L)
12 Weeks
Control
(G1, n=5) 433 + 61.07 267.60 + 40.60 13.72+1.65 3.03+0.16 59.43 + 12.28 138.34 + 27.77
Com{g; MD 439+47.93  272.40 +38.06 13.52+1.70 3.01+0.10 63.80 + 14.97 136.00 + 33.86
o)
(E(;(\??Hnéé; 441 + 61.50 267.60 + 40.60 1.00+£0.11 13.12+2.11 2.97+£0.12 60.80 + 18.62 149.00 + 28.80
DE’\(lai'AnA_';J)rMD 394 +34.13 225.63 +27.13 18.20 +1.35 5.09+ 1.30 70.75 + 23.66 137.25 + 29.99
DEN+2(-C'§‘?F+E81:)OH 3% 409 + 39.39 233.90 + 31.28 1.05+ 0.08 18.21 £ 5.68 4.46 +0.42 64.70 + 10.63 138.90 + 25.53
, N=
22 Weeks
Control
(G1n=5) 444 + 27.49 262.00 + 35.91 10.32 + 2.51 2.21+0.33 56.11 + 13.97 147.23 + 22.21
Cc()g’rzrolnté\ng 431 + 31.91 271.43 + 35.70 9.62+1.22 2.24+0.18 62.75 + 18.14 156.50 + 17.14
O,
(Eéan?S/‘; 440 + 38.10 287.71 + 29.47 1.04 + 0.23. 10.84 + 1.51 2.45 +0.21 55.67 + 6.28 139.50 + 16.17
DE’\(lai'Anp:ZJ)FMD 396 + 24.92 245.73 + 37.43 14.65 + 2.58 3.65 + 0.61 86.33 + 29.22 14513 +39.18
_ o,
DEN+2((§$F;_E5’[)OH 5% 401 + 34.28 235.96 + 28.04 1.10+0.17 16.10 £ 2.54 4.04 +£0.65 98.83 + 38.41 213.61 +£89.32

"Values are means + SD; 2 DEN= 200 mg/kg of diethylnitrosamine. 2-AAF= 200 ppm of 2-acethylaminofluorene. MD=

maltodextrin solution. EtOH 5%= 5% ethanol (v/v), n= Effective number of animals.
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Table 2- Incidence of animals with PNL and neoplastic lesions in liver in different experimental groups.

Treatment ' Types of PNL? Neoplastic lesions 3
(Group) CCF ECF BCF HA HCC Number/group ~ Multiplicity*
12 Weeks
Control 0 0 0 0 0 0 0
(G1, n=5)
Control + MD 0 0 0 0 0 0 0
(G2, n=5)
EtOH 5% 0 0 0 0 0 0 0
(G3, n=5)
DEN+2-AAF+MD 6 (86%) 7(100%) 6 (86%) 5 (71%) 0 156+2.24 2.29+2.21 (22)°
(G4, n=7)
DEN+2-AAF+EtOH 5% 6 (75%) 8 (100%) 5 (63%) 6 (75%) 0 314+328  4.40+2.73(16)
(G5, n=8)
22 Weeks
Control 0 0 0 0 0 0 0
(G1, n=5)
Control + MD 0 0 0 0 0 0 0
(G2, n=5)
EtOH 5% 0 0 0 0 0 0 0
(G3, n=5)
DEN+2-AAF+MD 7 (46%) 15(100%) 15 (100%) 13 (87%) 0 1.87+1.13  2.15+0.90 (29)
(G4, n=15)
DEN+2-AAF+EtOH 5% 8 (44%) 18 (100%) 18 (100%) 17 (94%) 1 (6%) 5.00 £3.24* 5.29 +3.08™ (90)
(G5, n=18)

T DEN= 200 mg/kg of diethylnitrosamine,, 2-AAF= 200 ppm of 2-acethylaminofluorene, MD= maltodextrin solution,
EtOH 5%= 5% ethanol (v/v), n= Effective number of animals; 2 CCF=clear cell PNL, ECF= eosinophilic cell PNL, BCF=
basophilic cell PNL; ® HA= Hepatocellular adenoma, HCC= Hepatocellular carcinoma; * Number of tumors/tumor-
bearing rats; °Total number of tumors/group *G4<G5, p<0.001; **G4<G5, p=0.002.
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Table 3- Analysis of development of GST-P positive PNL in DEN/2-AAF-treated groups.'

Number of GST-P positive PNL

Treatment 2

per liver area (cm?)

Mean size of GST-P positive PNL

Area occupied by GSTP
positive PNL (%)

(Group) Al P R All P R All P R
12 Weeks
DEN+2-AAF+MD
(G4) 73.69 +15.48 26.40 + 4.07 47.29 +13.23 62.09 +91.05 90.16 +67.98 57.42 + 45.87 45.01 +26.01 22.12 +14.91 22.89 + 12.64
DEN+2-AAF+EtOH 5%
(G5) 60.15+5.74 22.06 + 5.58 38.09 +2.14 79.03 +78.83 117.67 £ 16.00 57.07 + 8.05 48.20 + 8.04 26.47 +10.34 21.72 + 3.11
22 Weeks
DEN+2-AAF+MD
(G4) 66.59 + 14.67 25.55+7.72 41.04 +8.77 71.78 + 78.91 92.13 +38.16 66.16 + 33.86 47.04 +14.35 21.45 +5.27 25.58 + 9.94
DEN+2-AAF+EtOH 5%
(GS) 55.42 + 8.91 28.52 +5.30 26.89 +5.312 114.03 £ 121.35 152.89 + 39.12° 57.42 + 45.87 62.59 + 16.57 41.11 £11.44° 21.49 +9.46

"Values are means + SD; 2 DEN= 200 mg/kg of diethyInitrosamine. 2-AAF= 200 ppm of 2-acethylaminofluorene. MD=
maltodextrin solution. EtOH 5%= 5% ethanol (v/v); All = persistent + remodeling PNL; P= persistent PNL; R= remodeling
PNL. ? Statically different from group G4,. p<0.001; PStatically different from group G4, p=0.002; °Statically different

from group G4, p<0.001;
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Table 4: Analysis of development of TGF-a. positive PNL in DEN/2-AAF treated groups.’

Treatment 2

Number of TGF-a positive PNL per liver area (cm?)

Relation between GST-P and TGF-a positive staining (%)*

(Group) AIP P R GST-P+/TGF-a+* p° R®
12 Weeks
DEN+2-AAF+MD
G4 521 +2.26 4.94 +2.09 0.27 +0.32 9.21 +523 95.59 +5.34 4.41 +5.34
DEN+2-AAF+EtOH 5%
G5) 4.69 +3.75 4.41 +3.53 0.27 +0.26 10.97 + 8.71 94.16 + 4.44 5.84 + 4.44
22 Weeks
DEN+2-AAF+MD
(G4) 3.91+£1.41 3.66 £ 1.29 0.25+0.21 9.23+4.80 94.31 £4.82 5.69 +4.82
DEN+2-AAF+EtOH 5% a b
G5) 10.77 £+6.78%  10.12 + 5.91 0.65 +0.90 19.97 +10.23 94.86 + 3.77 5.14 +3.77

"Values are means + SD; “DEN= 200 mg/kg of diethylnitrosamine. 2-AAF= 200 ppm of 2-acethylaminofluorene. MD=

maltodextrin solution. EtOH 5%= 5% ethanol (v/v); *All = persistent + remodeling PNL; P= persistent PNL; R= remodeling

PNL. *Percentage of positive for both GST-P and TGF-o imunnostaining; *Percentage of remodeling or persistent PNL

positive for TGF-a..

3G4<G5, p<0.001; °G4<G5, p<0.001
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Table 5- PCNA labeling indices (PCNA LI%) and apoptosis indices (Al%) in PNL of DEN/2AAF-treated

groups’
Groups' 12 Weeks 22 Weeks
\ DEN+2-AAF+MD DEN+2-AAF+EtOH 5% P yaiue’ DEN+2-AAF+MD DEN+2-AAF+EtOH 5% ' /@Ue3
Parameters (G4, n= 25) (G5, n=25) (G4, n=50) (G5, n=50)
PCNA LI%
Al 1.55 +1.06 2.12 £ 0.93* 0.432 1.64 +0.66 6.16 £ 2.70* <0.001
P 2.16 £ 1.29 3.28 + 1.51 0.234 2.48 £ 1.01 7.42 +2.42 <0.001
R 0.91 £0.43 1.03 +0.43 0.165 0.81+0.35 4.75 +2.04" <0.001
0.078 0.012 0.002 0.015
P value®
Al %
Al 0.08 £ 0.07 0.06 £ 0.10 0.534 0.08 £ 0.07 0.1 £0.06 0.359
P 0.15£0.13 0.13 £0.20 0.771 0.15 £ 0.14 0.17 £0.10 0.735
R 0.03 £ 0.02 0.02 £ 0.02 0.625 0.01 £ 0.02 0.03 +0.04 0.359
0.010 0.017 0.012 0.002
P value*

" DEN= 200 mg/kg of diethylnitrosamine,, 2-AAF= 200 ppm of 2-acethylaminofluorene, MD= maltodextrin
solution, EtOH 5%= 5% ethanol (v/v), n= number of remodeling and persistent PNL/group analysed; 2 PCNA
labeling indices (S-phase) and Al%= apoptotic indices;® Statistical comparisons between G4 and G5 groups;
* Statistical comparisons between G4 or G5 groups to remodeling and persistent PNL.
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4. Conclusoes Gerais

A administracdo cronica de etanol exerce efeito promotor seletivo sobre a
hepatocarcinogénese quimica. Os possiveis mecanismos através dos quais o etanol exerce
essa atividade poderiam ser:
1. Crescimento seletivo de lesdes pré-neopldsicas com fendtipo persistente pelo
marcador GST-P e que expressam, concomitantemente, o TGF- a.

2. Aumento da proliferacdo celular nas LPN, especialmente as lesdes de fenotipo
persistente poseria ser mediada por mecanismos autécrinos dependentes de fatores
de crescimento, entre eles o TGF- a.

3. O desenvolvvimento de maior numero e multiplicidade de adenomas hepdticos,

influenciado pelo tratamento cronico com etanol, ndo envolve a via das gelatinases

hepaticas (MMP-2 e -9).
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