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T - INTRODUCAO

Um dos problemas centrais da biologia do caéncer & detectar
as primeiras alteragdes que levam uma célula normal a transfor -
mar-se em célula cancerosa.

Sob este aspecto, o estudo da carcinogénese quimica experi
mental pode oferecer consideraveis contribuigoes para o aclaramen
‘to da questio. Trabalhando sob condigdes éxperimentais rigidamen-—
te controladas pode-se, no caso da inducgdo de céncer por substan~
cias quimicas, acompanhar as alteragdes precoces provocadas pe =
lo agente carcinogénico tanto a nivel molecular, como a nivel ce-
lular ou tecidual.

Dentre as substdncias quimicas causadoras de céncer, as ni
trosaminas aparecem com destaque. Entre elas encontram—se 0s mais
diversos tipos de agentes carcinogéﬁicos capazes de produzir tumo
res malignos ( Lijinsky et al, 1974 ).

‘ A acdo carcinogénica da dimetilnitrosamina ( fig. 1 ), um
solvente de uso industrial, foi demonstrada pela primeira vez por

Magee e Barnes em 1956 ( Burdette, 1970 ).

H3C

Ne—N =0

H.,C

Figura 1. Dimetilnitrosamina ( DMN )

Neste experimento pioneiro, vinte ratos ( dez machos e dez
fémeas ) receberam DMN misturada a rac¢ao, numa quantidade equiva-
lente a 50 partes por milhaoc ( 50 ppm ). Entre a 269 e a 40?'sem§

na desse tratamento, desencve animais desenvolveram tumores hepa-



ticos primarios, com metdstases em sete casos, sendo gquatro pulmo
nares e as restantes intra-abdominais ( Magee e Barnes, 1965 ).

Uma vez comprovado o alto poder de inducao de tumores pela
DMN, surgiram in(meras pesquisas de carater bioguimico, com o es-
copo de se chegar a0 mecanismo molecular 4ltimo, pelo gual essa
droga provoca a oncogenese.

Parece estar bem estabelecido que a agao carcinogénica da
DMN se faz por meio de sua conversio em intermediirios metabdli -
cos que provocam a alquilagéo do DNA ( Pegg e Hui, 1978 ).

As metilagées‘em bases nitrogenadas sao importantes, espe-
cialmente quando ocorrem em regides de pareamento pois, neste ca-
so, tais metilacOes podem levar a erros de pareamento durante a
replicagdo do DNA.

De fato, pois desses produtos,IB— metilcitosina e 0-6-me -
tilguanina mostraram-se capazes de produzir erros de .pareamento '
" in vitro " { O'Connor et al, 1975 ).

Pésquisas recen&es indicamAque a formagao de 0—6wmetiigua—
nina deve ser um dos passos fundamentais na indugao de  cancer
por agentes metilantes ( Pegg e Hui, 1978 ).

A metilagao né posicdo 0-6 da guanina pode bloquear o pa -
reamento com a citosina e causar em seu lugar, a incorporagao de
timina. Esse potencial mutagénico foi demonstrado em experimen -
tos " in vitro " usando-se RNA polimerase RNA - dependente e  um
molde contendo O-€metilguanina. Houve a incorporagao de uracila,
uma base anadloga da timina, ao prédutc ({ Margison et al, 1976 ).

Assim sendo, imagina-se que’ as mutagoes sucesslvas provo-
cadas por agentes alquilantes, a nivel de DNA, levam uma célula’
normal a transformar-se em uma célula cancerosa.

Tal hipdtese acha-se em sintonia com a teoria da mutagao

somdtica de origem do cincer. Os proponentes dessa teoria acredi




tam que, em geral, s3o necessarias véfias‘mutagﬁes somaticas pare
se chegar a uma célula cancerosa. Tais mutagoes devem afetar prin-
cipalmente os mecanismos de diferenciagao e de controle da divisao
celular.

Isto explicaria por gue pequenas doses do agente carcinogé
nico, administradas durante um longo periodo de tempo, terminam '
por produzir o cancer.

Por outro lado, temos gue levar em conta também, a forma -
gao de metilfosfotriésters. Eles representam 10% dos produtos | de
metilacdo isolados do DNA hepitico, apds tratamento com DMN ( O
Connor et al, 1975 ).

Embora a esterificacdo dos resiIduos de fosfato nao 1nter -
fira diretamente com a formagdo das pontes de hidrogénio entre as
baé&s nitrogenadas: hd, no caso, outras implicagoes importantes.w

| A formacao de metllfosfotrlesters no DNA neutraliza a car-
ga negativa dos residuos de fosfato ao longo da dupla hélice.Dessa
maneira,-é possivel que a formacao de inUmeros fosfotriésters in -
terfifa com a ligacdo das nucleoproteinas 3 hélice de DNA. Como
consequéncia, a expiesséo génica nessas régiﬁes pode ser afetada .
Da mesma forma podem ser afetados.ﬁrocessos enzimaticos que se mo-
vam sequencialmente ao longo da dupla hélice ( O'Connor et al,
1975 ).

| Schoental ( 1973 ) desenvolveu uma hipbtese alternativa
para tentar explicar a producao de cancer pelas dialquilnitrosami-
nas, sem recorrer aos mecanismos de alquilacao do DNA.

Ele sugere que certos produtos metabdlicos, resultantes da
oxidacao das alguilnitrosaminas, seriam capazes de estabelecer li-
gacgoes irreversiveis entre o DNA e as proteinas a ele associadas .
Tais ligagOes, irrepardveis e duradouras, afetariam a expressao gé

nica, com consequéncias danosas para a célula.



A presenga dessas ligagéés explicaria, de certa forma,por-
que certos agentes carcinogénicos sdo capazes de produzir tumo -
res com a aplicac¢ao de uma {nica dose, e apds um longo periodo de
laténcia.

Por outro lado passou-se & procura dessa droga no meio am-
biente do homem, ja gue, a sua presenga, mesmo em peguenas propor
goes, pode ser considerada ae alto risco. Tal procura & salienta-
da, por exemplo, p&r'trabalhos revelando a presenca de DMN em be-
bidas fermentadas ( Bassir e Maduagwu, 1978 ), no " bacon " frito
( Gray et al, 1978 e Wasserman et al, 1978 ), na farinha de aren-
gue ( Hurst 1976 ), no solo { Mills e Alexander, 1976 e Pancholy,
1978 ), na atmosfera ( Dushutin e Sopach, 1976 ) e na saliva huma
na ( Tannenbaum, 1978 ). Mais recentemente, inclusive, Faéen e
Carson detectaram a presenga de niﬁrqsomorfolina e dimetilnitrosa
mina no ar de industrias de borracha, correlacionando tal fato '
com o aumento da incidénéia de canceres yﬁlmonares e gastrointes~-
tinais nos operarios procedentes das Areas coﬁtaminadas { Fagen e
Carson, i979 ).

Existe pois, nao sb interesse e atualidade nessas pesqui -
sas mas, principalmente, uma grande soma de conhecimentos ja pu -
blicados gue poderao dar apoio consistente, aos objetivos do pre-
sente_trabalho.

O hepatdcito torna-se uma célula adequada como modelo para
determinados estudos de oncogénese, particularmente o hepatdcito
de camundongo, sobre o qual tem-se grande acérvo de informagoes .
Entre tais informagoes, queremos destacar as referentes a composi
¢do e estrutura de sua cromatina, e aquelas que dizem respeito ao
processo de poliploidizagao.

0s nlicleos de hepatdcitos de camundongo mostram, guando coO

rados com a reagao de Feulgen, a presenga de pguenos blocos hete-
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rocromaticos, int@nsameﬁte corados, denominados cromocentros. Os
mesmos se destacam da cromatina reétante, menos corada, relativa-
mente homogénea e uniforme. Eles se distribuem uniformemente pelo
niicleo, isto &, sem uma concentracao predominante‘%uma {inica re -~
gido nuclear. Quanto maior o niicleo, maior & o nimero de cromocen
tros no seu interior.

Hoje sabemos gue 0s éromocentros sao, na realidade, massas
.de heterocromatina.constitutiva. Heterocromatina‘constitutiva e
aguela que se localiza em regides correspondentes de ambos 0s Cro
mossomos homdlogos. Adminte-se ainda que as heterocromatinas cons
titutivas sejam, com pr@dominéncia, inertes geneticamente; isto &,
nao codifiquem para'RNAs mensageiros ( Mello, 1978 ).

Experimentos de hibridizagao " in situ " mostram que a he-
terocromatina gue forma os cromocehtros, corresponde & heterocro-
matina centromérica detectada nos cromossomos metafésicos do ca -
mundongo. Ou, em outras éalavras, no nucleo interfasico as re -
gioces cehtroméricas dos cromossomos est3o, na sua maioria, forman
do os crémocentras { Pardue e Gall, 1970 ).

O DNA que constitui essa heterocromatina &, basicamente,um
DNA satélite gque representa acima de 70% do DNA satélite total do
genoma dn camundongo. Esse DNA satélite por sua vez, € rico em pa
res A-T ( razdo A+T/G4C igual a 2,03 ), e acredita-se que ele se-
ja constituido por sequéncias altamente repetitivas de polinucleo
t+ideos {( Yasmineh e Yunis, 1970 ).

Atribui-se atualmente As heterocromatinas constitutivas '
funcdes tais como: manutengdo da organizagao nuclear, protegao de
regiodes vitais do genoma, p@rticipagéo em mecanismos de pareamen-
+0 na meiose e favorecimentb da especiagéo no transcurso de pro -
cessos evolutivos ( Yunis e Yasmineh, 1971 ). |

Muller ( 1966 ) descreve, a partir de experimentos ondé ca



11

mundongos foram tratados com ticacetamida e nitrosomorfolina, a

‘descompactagdo da heterocromatina dos hepatScitos e modificagoes’
no contetudo de DNA dos mesmos. Torna-se importante obter-se a re-
petigao de téis eventos experimentais, utilizando-se no presente
trabalho, a dimetilnitrosamina e, por outro lado, detectar-se as
modificagOes iniciais da morfologia nuclear, especialmente no que
'se refere as particularidades da gstrﬁtura cromatinica, tal como
€ vista pela reagaé de Feulgen.

Como sabemos, as modificagoes do fenétipo nuclear sao de
grande valia para o diagndstico citoldgico da célula tumoral. Texr
mos comovhipercromismo,‘hipacromismo, atipia elpolimorfismo na -
cleares sdo comumente usados da éescrigéo da célula tuﬁoral.

Atualmente, com o advento dé citofotometria de varredura
aclopada a sistemas de compﬁtagéé, novas perspectivas se abrem pa
ra o diagndstico citopatoldgico. A partir de imagens digitaliza -
das de niicleos e com auxilio de‘descritores matematicos, podemos'
detectar -alteracgoes nucleares muito mais discretas do gue as per—
aebldas pelo olho humano junto & lente do mlcroscoplo ( vidal et
al, 1973 ).

Além do mais, técnicas modernas microfluorométricas de de-
terminagdo de DNA vém permitindo a deteccao de variagoes desse '
Acido nucleico, nao sd dentro do ciclo celular ( vidal e Pimentel
1979 ); mas principalmente em populagoes de células suspeitas de
serem pré-neoplisicas, o que & de importadncia para o diagndstico
precoce ( Andreeff, 1975 e Kiefer e Sandritter, 1976 ).

' H& que se considerar ainda, o fato da microespectrofotome~
tria ser uma excelente ferramenta de trabalho em investigagOes ci
togenéticas de tumores. Neste particular, dados referentes ao apa
recimento de " stem line cells " num tumor podem ser obtidos o a

partir de medicdes em niicleos interfasicos. A distribuigao do con
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tefido de DNA de amostras de células tumorais mostram, usualmente,
uma moda ﬁroeminente cuja posicdo pode variar, dependendo das mo-
dificagles cromossOmicas ocorridas nas células malignaé ( Atkin ,
1969 ).

0 parénguima hepatico de muitos mamiferos adultos, entre '
eles o camundongo, & constituido por células que diferem no  seu
‘contelido de DNA. No animal recém-nascido temos basicamente uma po
pulacao de células dipldides ( 2nw) gue sao predurscras de todas
as séries seguintes { 4n, 8n, l6n etc ). Assim, em cada periodo '
de vida do animal temoé uma certa porcentagem de células dipléi‘—
des, tetrapldides etc, que & caracteristica para aguela idade
( Brodsgy e ﬁryvaevé, 1977 ).

Valendo~se da citofotometria pode~se determinar o contetdo
de DNA dos nucleos hepétidos nos varios estagios do processé de
poliploidizagdo. A distribuigdo dos valores de DNA num histograma
permité gue se visualize as diversas classes‘de-ploidia presen-
tes naquele periodo de desenvolvimento do animal. Comparando - se
histogramas de animais tratados com histogramas de animais nao '
tratados ( grupo controle ), obteremos informacOes a respeito de
como ; DMN pode afetar a constituiclo das classes de ploidia no
figado de camundongo. E importante frizar que tal'comparagsm 80
tem sentido entre animais da mesma idade. |

_Embora o nosso alvo seja a cancerogénese hepatica nac de-
vemos descartar a possibilidade da formagao de tumores primarios
em outros orgaos gue ndao o figado. As nitrosaminas sao capazes '
de provocar canceres nos mais diversos orgaos e tecidos de variss
espécies animais.como indiea a extensa revisao sobre o assunto
feita por Magee e Shoental ( 1964 ).

As respostas para um mesmo agente carcinogenico podem Ser

variadas dependendo do animal utilizado, da dose, do periodo ‘del
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‘tratamento e do estado fisioldgico do orgdo { Lijinsky et al,

1974 ). Assim sendo, deveremos estar atentos 3 formagio de tumores
em outros orgaos além do figado. A esse respeito vale é pena lem -
brar que as nitrosaminas vém se mostrando capazes de induzir cance
res nas vias respiratbrias, independentemente do modo como . sao '
administradas (‘Nettesheim e Schreiber, 1975 }.

Com base no gque foi dito até agora, estabelecemos como obje

tivos fundamentais de nosso trabalho, os seguintes:

1. Estudar as aiterag6es provocadas pela DMN na cromatina'
‘dos hepatbeitos, principalmente no gue se refere a estrutura e ox
ganizagdo dos cromocentros. Nesse seﬁtido,'esﬁamos paitigularmeﬁ,
te interessa@os em detectar modifidagBes precoces do fendotipo nu-
clear, modificagoOes gue possam ser relacionadas com um estado de
pré-cancerizacao do tecido.

2, Verificar se a DMN altera os padrdes de distribuigao '

dos valores Feulgen-DNA dos nicleos hepaticos.

3. Atentar para a formacdo de tumores malignos primarios
em outros orgdos e tecidos gque nao o figado, princiéalmente no
pulm3o. Em casos positivos passar & andlise de tais neoplasias,in
‘clusive a nivel de citofotometria, se tal procedimento for via -

vel.
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II ~ MATERIAL E METODOS

1. Administracao do agente carcinogénico

Foram utilizados, no total, 126 camundongos, assim dividi-

dos:
‘a) Machos: 15 animais no grupo controle e 42 animais para
Eratamento.
" b) Fémeas: 20 anﬁmais gb grupo controle. e 49‘animais para
tratamento.

"Todos;os camundongos tinham entre cinco e seis semanas de
ﬁf&ééérjﬁor ocasiao do inicio do trataﬁento. Portanto, a defaéagem
de idade entre o mais novo e o mais velho, era de apenas.uma sema-
na. Para os nossos propdsitos, podemos considera-los como sendo to
dos da mesma idade.

Eles foram mantidos em gaiolas pléstiéés, num nimero de
cinco emlcada gaiola; com separacao de sexos para evitar acasala -
mento.

Dimetilnitrosamina de fabricagio Merk foi oferecida " ad
libitum ", na agua de beber, com a seguinte concentragao:

. ‘a) 17 ppm ( partes por milhao ) - durante o primeiro mes
‘de fratamento.

b) 10,6 ppm ( partes por milhao ) - durante os. cinco meses
restantes de tratamento.

Preparou-se inicialménte uma soiugéo~m§e de DMN a 1% ( 1,0
ml de DMN para 99,0 ml de Agua destilada ). Tal solugao foi manti-

da em frasco escuro, no refrigerador, a 59 C: A partir da diluicao
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-

da mesma, obtinha~se a concentracao adequada para fornecimento aos

animais, Nao houve por parte desses, em nenhum momento do tratamen

to, rejeicgao a droga.

2. Preparados histolbgicos.

Apds uma morte xrapida por inalacgao déléter, os animais '
eram sangrados na altura do pescogo, passando-se a segulr para a
necfépsia e fixagao dog orgaos que nos interessavam.

A fixagdo das pec¢as ( de no maximo 2,0 mm de espessura )'
se fez em formol fisioldgico 10% a.pH 7,4 durante 24 horas no re-
, frigérador.

Solugao fixadora:

FormaldeIdo a 40%........evveiersennn U vee... lOml

Agua destilada...... G rses e resaas teeescrnaassean ves 90 ml

CLOTELO AE SORLIO. . ntenevrensunssnseneesisniseiesees 0,9

_Acertar o pH para 7,4 com NaOH

Os pulmées,.em partibular,wforam fixados sob vAcuo para
uma melhor penetracao do fixador.

Apds fixagdo, desidratacaoc e diafanizagao, as pegas foram
incluidas em parafina e cortadas numa espessura de 7 um. Os cor -
tes assim obtidos foram corados com hematoxilina ( de Ehrlich ) -

eosina e montados em balsamo do Canada.

3. Preparacao para estudos nucleares,
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3.1. Decalques .

Esta técnica permite a obtencgao de nlicleos isolados ao
longo de uma lamina de vidro. Os seus passos fundamentais saoc os
seguintes:

a) Com uma gilete nova obtém-se superficies de corte pla-
nas e uniformes do figado { ou de outro orgao se for o caso ).

b) Segurando-se o fragmento com uma pinga, a superficie a
ser encostada na lamina & rapidamente secada em papel de filtro ,
eliminando-se assim o excesso de sangue.

c¢) Ainda com o auxilioc de uma pinga, encostamos a super -
ficie do fragmento junto & lamina de vidro, em togues delicados e
sucessivos ao longoe da mesma.

d) As laminas sao imediatamente fixadas em etanol-acético’
3:1 por 5 minutos, lavadas em alcool 70%,'coradas ou entao estoca
das em refrigerador.

e5 Especial cuidado & exigidc ao se encostar o fragmento'
junto & l3mina. Nesse passo as células se desgarram do tecido,aco
lando-se & lamina de vidro. O plasmalema se rompe e obtém-se des-_
sa forﬁa, niicleos praticamente isolados. Qualquer pressao do frag
mento contra a lamina pode provocar a ruptura do envdlucro nuclear
e extravasamentco da cromatina, © que deve ser evitado.

As laminas assim obtidas foram coradas com a reacgao de

Feulgen e com azul de toluidina a pH 4,0.

3.2. Reacado de Feulgen,

A reacao de Feulgen, especifica para o DNA, fol empregada

com fim tanto a estudos morfoldgicos da cromatina, guanto a deter
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minagbes citofotométricas do contefido desse &cido nucleico das
células ( hepatOcitos e células tumorais do pulmac ). A sequéncia
para sua realizagaoc foi a sequinte:

a) HidrOlise acida com HC1l 4N durante 1 hora e 10 minutos

'8 temperatura ambiente.

b) Lavagem em agua destilada.

¢) Coloracgao com reativo de Schiff por 40 minutos.

d) Trés banhos de 5 minutos cada um em agua sulfurosa.

Agua sulfurosé;

Metabissulfito de sddio a 10%................ 1 parte

HC1 1IN..... P S o B of

2 O cremsaseesas e ensanann vesss 18 partes
~e) Desidratagao progressiva ateé élcdol 100%.

f) Alcool-xilol 1l:1. |

g) Xilol por 10 minutos.

h) Montagem em balsamo do Canada.

Eépecial atencao foi dada is 13minas destinadas a estudos'
citofotométricos. As laminas com os nlicleos a serem comparados en-
tre si foram todas processadas numa mesma cuba, portanto sob exata
menta.;s mesmas condicoes de hidrdlise, coloragao etc. Evitamos as
sim, qualquer &rro na determinacac dos valores Feulgen—_DNﬁ gue

pudessen advir desta etapa do trabalho.

3.3. Coloracao com azul de toluidina

Com o propdsito de detectar a presenca de estruturas com e
levado contelido de RNA nos nlucleos de hepatdcitos, efetuou-se a
coloragéo dos decalques com azul de toluidina 0,025% a pH 4,0, com
ou sem extragao prévia desse acido nucleico. |

*

A extragdo do RNA foi feita submetendo-se as laminas a uma
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hidrdlise dcida com HC1 1IN a 609 C durante 5 minutos. Em seguida

ir

essas laminas, juntamente com aquelas onde nao foi feita a extra -

gao { testemunho }, foram coradas com azul de toluidina obedecen -- ..

do-se aos passos abaixo:

a) Coloragao com azul de toluidina a 0,025% em tampao McIl
vaine a pH 4,0kdurante 15 minutos.

b) Lavagem rapida em agua destilada.

c) Secagem ao ar.

d) Xilol por 5 minutos.

e} Montagem em balsamo do Canada.

4, Citofotometria

As medidas citofotomdtricas foram efetuadas num fotomi -~
croscopio Zeiss eguipado com um fotometro Ol e com um fotomultipli
cador EMI 6256, |

0 método escolhido para determinacio dos valdres Feulgen -

DNA, foi o do duplo comprimento de onda. Para utilizacio desse mé-

todo, baseamo-nos na excelente descricao do mesmo, feita por Mello
( 1976 ). Nas palavras da autdra acima citada,.ﬂ o metodo de du -
plo comprimento de bnda, descrito simultdnea e independentemente '
por Ornstein e Patau, em 1952, apresenta como principais vantagens
a compensag¢ao dos erros distribucionais devidos & ndo homogeneidad:
em compactacao e distribuigao do material corado, a possibilidade’
de se medir objetos com forma irregular e a nao necessidade de um
foco preciso de todos os pontos a serem mantidos em oconjunto ".
Por este ﬁétodo, 0os valores Feulgen-DNA de cada nlhcleo, !

calculados em unidades arbitrarias, sao obtidos pela aplicacao das
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formulas abaixo:

_B.La.C

m = (l)
Ka.ln 10
& s 1 in 1 (2)
‘ 2 - Q 0-1
L T
Qs b _1-"b ('3)
L_ - L -7

sendo:

B = area do campo de medida,

m,= quantidade total de éroméforo,

T = transmitancia,

K = absortividade ( constante,'utilizéda nos calculos para

obtengéb de guantidades absolutas },

a e b = comprimentos de oﬁéa, tais“que Kg = 2 K,

Em nosso caso éspecifico, m, representa os valores Feulgen
—~ DNA.

0O primeiro passo, portanto, & a escolha dos dois comprimen
tos de onda a e b, de tal sorte gue, o valor de extingao ( ou ab -
sorbdncia ) encontrado em b seja o dobro do que a. Isto para uma
mesma area de medida, . . . Uma vez escolhido os dois,A , de-

terminamos para cada nlUcleo, os valores de transmitancia ( Ta o

T . . . .
b ) nesses respectivos comprimentos de onda. Aplicando os valores
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)

“deATa e T,yem ( 3 ) obtemos Q, o qual aplicado em ( 2 ) nos forne

ce C, Este Ultimo aplicado em ( 1 ) nos da o valor de m,_. Como =s-

£
tamos interessados em determinagoes relativas dos valores Feulgen-

DNA, podemos desprezar o dencominador em ( 1 ) ficando:

mt = B. La. C {( 4 )

Ainda segundo Melleo ( 1976 ),"no casé especifico da reacao
de Feulgen, a escolha dos dois comprimentcos de onda deve ser tal
que O comprimento de onda a esteja no lado verde do espectro ( Gar
cia e Torio, 1966 ). Além disso, na escolha dos dois ‘A costuma-se
levar em consideragao o critério de Garcia e Iorio ( 1966 ), segun
do © gual sendo Ea a extincao no X. mais curto e E a extingao no

)\ mais longo, a razao Ea/Eb deve ser levemente superior a 0,50,
ou seja, ao redor de 0,51-0,53. Este.pequeno excesso.comp@nsaré,.*
segundo oOs autores mencionados, o efeito promovido pela presencga
de.eépagos n3o absorventes em meio ao material dorado ".

Para escolha dos dois comprimentos de oﬁﬂa a serem empreggl
dos a fim de se obter o valor das transmiténéias,.foram construil -

das curvas espectrais de absorgao nas regioces cromocéntricas de 12
niicleos ( 6 niicleos controle e 6 nicleos de animal tratado ).Usou-
se objetiva Plan. 40 ¥/ 0,65, optovar 2 X, diafragma de medida com
didmetro de 0,25 mm e diafragma de campo com diametro igua a O,2nnm
. A area de mensuragao correspondeu portanto a 3,12 umz. Os dife-
rentes comprimentos de onda foram obtidos com o uso de uma régua
monocromadora de fabricagao Schott.

Em cada curva de absorcao, temos um comprimento de onda on
de a extingao & méxima ( pico da curva ). Atribuindo-se o valor
100% a este méximo, podemos calcular a partir dal, os valores re -
lativos de extingao para oé outros comprimentos de onda., Determi -~

nou-se a seguir, a média aritmética desses novos valores, para ca-

da comprimento de onda., Obtivemos assim duas curvas espectrais ba
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sicas. Uma correspondente aos nlcleos controle e a outra correspon
dente aos nlcleos tratados com DMN ( fig. 2 }.Como essas duas cur -

vas praticamente se sobrepuseram, um mesmo par de comprimentos de
onda ( 490 e 550 nm ), foi escolhidokpara as medidas de transmitan-
cia, tanto para nlcleos controle, como para nicleos tratados.

Para as medidas de transmitdncia, utilizamos objetiva Plan.
40 X / 0,65, 6ptovar 2 X , diafragma de campo com 0,2, 0,3 ou 0,4
mm de didmetro e diagragmas de medida com diametros de 1,0, 1,6 e
2,5 mm { adreas de medida equivalentes a 122,7, 314,0 e 766,6 umz,
respectivamente ). O uso de diferentes diafragmas de medida se fez
necessario face a diversidade de tamanhos dos nlcleos hepaticos e
dos niicleos tumorais em geral. E importante ressaltai gque a relagio
drea de medida/area do nicleo nao deve ultrapassar a 3,41, pois se
tal ocorrer, é Area ndao absorvente serd muito grande, introduzindo'
errros consideraveis nas medidas ( Mello, 1976 ).

Para os calculos matem@ticos utilizou-se uma mini-calcula. -

dora Texas SR-40. Uma vez obtidos os valores de m,, estes foram dis

1o

tribuidos em histogramas, segundo uma escala em progressdo geométri

ca ( Ferreira et al, 1967 ).
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Figura 2. Curvas espectrais de absorc¢do para escolha dos dois com-
primentos de onda a serem utilizados na citofotometria de nlcleos
de hepatocitos. Em linha continua, curva construida com a madia
de 6 curvas obtidas a partir de nicleos controle. Em linha trace -
jada, curva construida com a média de 6 curvas obtidas a partir
de niicleos tratados com DMN. As duas curvas praticamente se sobre
puseram; por isso, um mesmo par de comprimentos de onda ( 490 e
550 nm )} pode ser usado para as medidas de transmitdncia, tanto
de nicleos controle, como de niicleos tratados.
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IIT ~ RESULTADOS

1. Consideracoes gerais.

Um dos objetivos de nosso tfabalho era identificar e des
crever alteragdes precoces em nicleos de hepatdcitos provocadas'
pela DMN. Para tanto, os animais foram sacrificados em trés pe -
riodos de tratamento - trés semanas, trés meses e seis meses. O
Vestudo do material recolhido nestas trés etapas, viria assim, a
permitir uma andlise da evolugao das alteragdes provocadas pela
droga,

Além disso, muitos animais morreram ( 12 maéhos e 20 fe-
meas no total ) ao longo do tratamento, desde a primeira até  a
Gltima semana. Com algumas poucas excecgdes, todo este material '
foi também analisado. No entanto, as descricdes feitas em nosso
trabalho se baseiam, tnica e exclusivamente, em material fixado
de imediato apbs o sacrificio do ‘animal. Evitamos dessa forma,ao
méximo,'o aparecimento de alteragoes " post ifiorten " que pudes -

sem ser confundidas com aguelas produzidas pela DMN,

2. Aspectos clinicos

Os principais distirbios e sintomas de adoecimento detec
tados, durante o longo perlcodo de administracao da droga, foram
08 seguintes:

a) Ascite : o aciimulo de liguido ascitico revelou-
se logo na primeira semana de tratamento. Aproximadamente 30% '
dos machos e Fémeas em tratamento, apresentaram esse distiirbio '

durante o primeiro més de administracdo da droga, quando a mes -



‘ma era fornecida na dose de 5,0 mg / Kg de peso corporal / dia .

O mesmo se manifestava por um aumento volumétrico progressivo da

regiao abdominal do camundongo. Para superar essa dificul@ade e
impedir a morte precoce dos animais, foram adotadas as seguintes
providéncias:

19 Redugdo da dose de DMN para 2,5 mg / Kg de peso corpo
ral / dia.

29 Suspensdo do tratamento durante um més para os ani -
mais afetados. |

3¢ Extracao do iiquido por meio de pungdes nos casos !
mais graves. Chegou-se a retirar cerca de 15 ml de liguido de um
s6 animal. Apds estas medidas, este distlirbio nao voltou a se ma
nifestar ( a nao ser em alguns poucos casos ), nos animais gque
continuaram emtratamento.

b) Emagrecimento: alguns poucos animais apresentaram, a

1

partir do terceiro més de tratamento, um emagreciméﬁto lento,
gradual e irreversivel, sempre culminando com a morte.

c) Dispnéia: dificuldades respiratérias reveladas por um
nimero excessivo de inspiragoes ritimadas, foram detectadas du -
rante o sexto més de tratamento, nos animais que resistiram até
esta data. A necrdpsia posterior, mostrando a presenga de tumo -
res pulmonares, muitos deles chegando a ocupar todo un lobo, deixaa

clara a razdo desta insuficiéncia respiratdria.

3. Histopatologia e citopatologia do figado.

3.1. Analise macroscoOpica.
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»

A anidlise macroscdpica do figado.revelou alteragbes  na
forma, no tamanho, na cor e na textura do orgdo, notadamente a
partir do terceiro meés de tratamento.

Os lobos hepaticos, no figado normal, tém seus bordos em
forma de V mostrando nessa regiao, uma rica trama de vasos san -
guineos, que podem ser percebidos por transparéncia. No figado !
dos animais tratados, os bordos dos lobos assumem uma forma abau
lada, e nao se percebe mais a trama vascular terminal.

Em certos casos podemos dbservar a fusao de dois ou mais
lobos, numa s6 massa disforme. O tamanho dos mesmos & em geral !
reduzido, guando comparados com o controle.

A cor do figado também se mod;fica sensivelmente. Na
maioria das vezes, um vermelho arroxeado revela o estado de con-
gestdo passiva crénica em que se encontra ororgéo.‘Em outros ca-
sos, uma cor pardo amarelada toma conta dos lobos hepiticos, na
evidéncia de processos degenerativos.

Em casos mais graves, notava-se a presenga de regioces ne
crésadas, mais ou menos extensas, associadas a coagulos sangui -
neos.

N30 notamos em nenhum dos orgaos analisados, a presencga'
de protubéréncias ou nddulos, que pudessem sugerir.a formacao de

tumores.

3.2. Analise histoldgica.

A agao tOxica da DMN sobre o figado dos camundongos mani
festou-se desde o inicio da administragao da mesma. O exame dos
cortes histoldgicos coradeos com hematoxilina-eosina revela uma
série de alteragoes patoldgicas, jd com trés semanas de tratamen

. s . ]
- to. Tais alteragoes se agravaram progressivamente, como pudemos’
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‘observar pelo estudo das laminas preparadas a partir de animais
sacrificados com trés e seis meses de tratamento. Daremos a se -
gulir uma descricao geral dos principais fendmenos observados no
figado dos animais tratados, assim como, a cronologia dos mesmos.

a) Degeneracac e necrose: em varias regioces do parénqui-

ma hepético{ particularmente junto as veias centrolobulares, po-
demos observér, ja com tréé semanas de tratamento, células em
degeneragao ( fig. 4 ). Assoclam-se a estas células, elementos'
figurados do sangue formando guadros gue logo se destacam, numa
observacdo panoramica. Esse processo degenerativo prossegue, fog.
mando focos de necrose que se alastram por toda estenséo do lobo
hepatico.

Com seis meses de tratamento ha, em muitos lobosohepéti—
cos analisados, um colapso total, com perdas de massas teciduais
necrosadas, hemorragia e desorganizagao geral do parénguima do
orgao { fig. 5 ).

b) Desorganizacao tecidual: hd uma progressiva perda da

arquitetura normal do figado. No caso, © que se manifesta de

forma mais evidente, & um desarranjo na organizacgao trabecular

dos corddes de hepatdcitos. Como consequéncia desse fendmeno,mui
tos capilares sinusbides tém a sua luz reduzida, ou totalmente '
obstruida ( fig. 4 ).

¢) Transtornos circulatdorios locais:sao patentes desde

o comego do tratamento. A andlise dos cortes histoldgicos & olho
nil e contra a luz, j& mostra uma notavel dilatacao dos espagos '
venosos que sulcam o parénguima dos lobos hepaticos. Um guadro
de hiperemia passiva & revelado pelo acimulo de sangue, particu-
larmente junto as veias centrolobulares.

Como podemos perceber, as modificagoes patoldgicas pare-

cem se iniciar nos centros dos 1lobulos hepaticos, para poste -
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Figura 3. Figado normal ( controle }. As traves hepaticas, em cor
te, assumem o aspecto de cordoes gque se anastomosam livremente;

( Vv ), veia centrolobular. Coloragao pela hematoxilina e eosina .
Ampliacao total 750X.

Figura 4. Figado afetado pela DMN ( 3 semanas de tratamento ).
Area de necrose com infiltragao de granuldcitos neutrofilos
to a uma veia centrolobular ( V ) - necrose centrolobular -

Jjun-
.Co-
loragdo pela hematoxilina e eosina.Ampliagao total 750X.
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Figura 5. Figado afetado pela DMN ( 6 meses de tratamento ). Ca -
so mais grave onde extensas zonas de necrose e hemorragia tomam ‘'

conta do orgdo. Coloragdc pela hematoxilina e eosina. Ampliagao
total 750X. :

Figura 6. Detalhes de niicleos de hepatdcitos apds 6 meses de tra-
tamento com DMN. Acima ( seta 1 ), um niicleo eliptico de propor -
cOes gigantescas. Abaixo ( seta 2 ), outro nicleo mostrando uma

vesicula eosindfila em séu interior. Coloragao pela hematoxilina

e eosina. Ampliagao total 3000X.
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riormente se estenderem 3 periferia dos mesmos.

d) Infiltracao linfocitéria:encontramos normalmente no f£i

gado dos animais tratados quer durante tr@s semanas, trés meses ou
seis meses, abundantes quantidades de 1linfdcitos. Sio massas de cé-
lulas de niicleo pequeno, escuro e de citoplasma escasso, localiza -
das principalmente ao redor dos vasos sanguineos.

e) Citopatologia:de uma maneira geral, podenmos dizer, com

base em observagoes de natureza qualitativa, que hd um incremento °
no volume dos nicleos de hepatdcitos. A forma de muito deles também

se modifica. Alguns se tornam multilobulados, outros se alongam to-

mando uma forma eliptica, outros ainda assumem contornos irregula
res e variados ( fig. 6 ).
Com relagao ao citoplasma, hd uma vacuolizacao do mesmo ,

observada principalmente em trés semanas e trés meses de tratamen -

to. Ja com seis meses de trataménto, esse fendmeno nao se mostra
tdo evidente. |

As alteragoes intranucleares, particularmente aquelas que
se referem a estrutura da cromatina, serao descritas com detalhes
guando analisarmos os nlicleos em decalques corados com a reagao de

Feulgen e com azul de toluidina.

3.3. Analise dos nlcleos de hepatdcitos em decalques

corados com Feulgen,

Os nlicleos de hepatdcitos de camundongo tem‘umaxgmcubcg
racteristico, por causa dos seus cramcentros heterocromaticos, que se des
tacam contra a cromatina restante, distribuida quase que harogéneamente '
pelo nucleo, na forma de uma rede filamentar muito fina ( fig. 7).

Os cromocentros se mostram como pequenas massas canpactas,



individualizadas e intensamente coradas. A reagao de Feulgen permi
te uma nitida identificacdo dessas 4estruturas.

Os nucléolos por sua vez, ndo se coram pela rea?éo de Feul
gen, e suas imagens negativas podem ser percebidas com um aspecto'
vacuolizado, normalmente associadas a um ou mais cronocentros (fig.
7.

A andlise dos niicleos de animais tratados revelou uma sé& -
rie de alteragdes deste padrdo de niicleo descrito. Como as mesmas'
alteragoes basicas foram encontradas em todos os animais analisa -
dos, e nos trés perioﬁoé de tratamento { trés semanas, trés meses
e seis meses ), daremos aqui uma descricdo geral das mesmas. B pre
ciso apeﬁas salientat, que tais alteragOes se intensificaram com o

-

transcorrer do tratamento.

dissolugao " dos cromocentros.

a) Descompactagao ou

Na maioria dos nlQcleos de animais tratados, notamos gue os
cromocentros ja n&o sao tao nitidos e visiveis como no controle (
figs. 8;9,l0LEm outras palavras, eles 33 nao se destacam' tao facil-
mente do restante da cromatina. A primeira vista tem-se a impres -.
sao que o material estd mal focalizado ao microscdpio.

Em alguns nlicleos muitos cromocentros mal podem ser perce-
bidos, e a cromatina assume um aspecto quase homogéneo.

Em resumo, pode-se dizer que a demarcagao ou limite entre’
heterocromatina ( cromocentros ) e eucromatina, torna;se cada vez
menos nitida a medida que o .tratamento se prolonga.

Tais fatos sugerem um processo de descompactagéo ou disso-

lucao dos cromocentros.
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b) Presenca de nucléolos anormalmente maiores.

Como ja foi dito, os nucléolos nao se coram pela reacadao de
Feulgen e suas imagens negativas podem ser vistas como peguenas
formagaes vesiculares ( fig. 7 }. Nosg animais tratados, tais for-
magoes aparecem, em grande parte dos nGcleos, mostrando um volume
maior que nos niicleos controle ( £ig. 8 ). Em muitos niicleos, che
gam, seguramente, a preencher a maior parte de seus volumes.Un ha
lo de cromatina mais corada circunda cada um desses nucléolos, ©

gque facilita a sua visualizagao.

c¢) Presenca de " vesiculas gigantes " .

Em muitos nﬁcieos de animais tratados podemos observarxr a
presenca de uma, duas ou até tres vesiculas de proporgdes verda -
deiramente gigantescas. Muitas vezes, uma Unica dessas estruturas
chega a ocupar a maior parte do nlcleo. Um halo de material croma
tinico pode ser visto circundando cada uma delas, delimitando-as

claramente ( fig. 9 ).

Em alguns nicleos, a presenca de uma dessas formagoes junto

ao envdlucro nuclear deforma-o, quase a ponto de rompé-lo

Maiores esclarecimentos a respeito da natureza de tais es-



Figura 7. Nucleo de hepatbcito normal ( controle ) em decalgue

corado com Feulgen. Os cromocentros ( ¢r ) aparecen CORO MASsSas
heterocromadticas intensamente coradas. As imagens negativas . dos
nucléolos ( nu ) podem ser percebidas como regides mais claras ,

menos coradas. Ampliac¢ao total 4800X.

Figura 8. Nlcleo de hepatdcito afetado pela DMN ( seis meses de

tratamento ). Decalgue corado com Feulgen. A descompactagao dos

cromocentros { cr ) faz com gue a demarcagaoc entre heterocromati

na e eucromatina se torne cada vez menos nitida. Os nucléolos
{ nu ), em geral, sao maiores que no controle, e suas imagens ng

gativas destacam-se claramente, Ampliagao total 4800X.
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Figura 9. Nacleo d@'hepatécito afetado pela DMN ( 6 meses de tra
tamento. Decalque corado com Feulgen. Nota-se a presenga de for-
magoes vesiculares ( ve ) de grande volume. Um halo de material’

cromatinico delimita cada uma dessas estruturas. Neste nticleo,os

cromocentros mal podem ser percebi&os. Anpliacao total 4800X%.

Figura 10. Nicleo de hepatdcito afetado pela DMN ( 6 meses de
tratamento ) Decalque corado com Feulgen. Aspecfo semelhante ao
da figura 8. Os cromocentros, na sua maioria, sao poucos nitidos

guando comparados com os de um niicleo controle tipico. Ampliacao

total 3200X.
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truturas serao fornecidas mais adiante, por outros métodos de es-~

tudo,

d) Desorganizacao nuclear.

Alem dés alteragdes Jj& descritas, podemos notar nos prepa
rados dos animais que receberam DMN, uma grande Quantidade de na-
cleos em destruigao. Este fendmeno evidencia~se, principalmente °*
por um processo de cromatdlise, onde o material cromatinico & pro
gressivamente destruido, até que, no final nada mais resta do nG-
cleo a nEo ser uma ﬁénue imagem fracamante corada.

Ha gue se relatar também a grande fragilidade ou labilida-
de dos nﬁcleés dos animais tratados, quando comparados com o con-
trole. Como se sabe, © processo de decalgue envolve certa forga'
guando a célula ge desgarra do tecido para se colar & 1émiﬁa de
vidro._Mésmo quando nos valemos de toda délicadeza, alguns ntclews
sempre se rompem, em cada grupo que se fixa & lamina. A propor -
¢ao desses nlicleos rompidos € maior nos decalques feitos a partir

-

do figado de animais que receberam a droga.

3.4. Andlise dos nicleos de hepatdcitos em decalques cora-

dos com azul de toluidina.

A fim de wmelhor caracterizar a natureza das " vesliculas "
anteriormente descritas quando da reacao de Feulgen, utilizamos a
coloragao com azul de toluidina a pH 4,0.

Foram coradas as léminas com niicleos de animais tratados'
durante seis meses. Nestas laminas podemos verificar que, na rea-

lidade, tais estruturas ndo estdo vazias, mas acham-se preenchides
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‘por um material que se cora metacromaticamente pelo azul de tolui
dina ( fig. 11 ).

Por outro lado, se realizarmos um tratamento préevio com
HCT 1 N a 609 C por 5 minutos ( extraindo dessa forma o RNA }r Os
nlicleos corados com azul de toluidina assumem exatamente o aspec—
to dagueles corados com Feulgen. Em outras palav;as, novamente '
constatamos a presenca de formagoes vesiculares, agora praticamen
te vazias ( fig . 12 )...

Estes dados nos ievam a crer'que pelo menos parte do mate
riél gque constitui estas estruturas seja RNA.

Acrescente-se ac que foi dito, o fato de que, nos cortes
histoldgicos corados com hematoxilina-eosina, essas mesmas forma-
¢oes também aparecem, mostrando neste caso ﬁma consideravel afini
dade pela eosina ( fig. % ).

Como podemos verifi¢ar, as propriedades de colora¢ao aci-
ma descritas, se assemelham bastante aquelas dos nucléolos.

Finalmente & pfeciso dizer, que essas mesmas formagoes po

dem ser ocasionalmente encontradas em alguns raros niicleos dos'

animais controle, assim mesmo apresentando volume menor.

4. Citofotometria dos niicleos de hepatdcitos.

A citofotometria dos nlicleos de hepatdcitos colocou em
evidéncia varias anomalias na formagao das classes de ploidia,nos
figados afetados pela DMN.

Pudemos acompanhar a evolugao dessas discrep@ncias com re
lacao ao normal, efetuando medidas em trés semanas, treés meses e

seis meses de tratamento.
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Figura 11. Nicleo de hepatdcito afetado pela DMN { 6 meses de '
tratamento ). Decalque'éorado com azul de toluidina a pH 4,0. Ao
centro, a presencga de uma vesicula {(ve )} de grande Voiumg. O ma-
terial no interior da mesma acha~se corado pelo azul de toluidi-
na. Ao redor do nicleo, restos de citoplasma aparecem corados.
Ampliacgao total 4800X.

Figura 12. Nicleo de hepatbdcito afetado pela DMN ( 6 meses de

tratamento ). Coloracgao coﬁ azul de toluidina a pH 4,0, apds ex

tragao do RNA. Com a extragdo do RNA, a formacdo vesicular (ve)

que ocupa este nlcleo nao se cora, destacando-se claramente con

tra a cromatina restante. Ampliacgao total 4800X. :
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Com tré&s semanas de tratamento naoc ha, ainda, modificagoes
consideraveis ( fig, 13, tab. 1 ). Ja com trés meses, varias alte
ragoes podem ser notadas. H3a o aparecimento precoce de ntcleos da
classe 32 C ( no controle, a classe de ploidia mais elevada nesta
fase & 16C ). Por outro lado, notamos também a presenga de alguns
nicleos { 3% )} com quantidades de DNA gue 0s colqcam na classe
" C ". A classe 4C encontra-se bastante reduzida, sendo composta'’
por apenas 8% dos nlicleos medidos ( fig. 14, tab. 1 ). No respec-
tivo controle, a classe AC perfaz 15% do total de nficleos medidos.
Coﬁ seis meses de tratamento, a populagado desta mesma classe so -
fre um pronunciado deslocamento para a direita ( fig. 15 ).

A medida que o tratamento com DMN se prolonga, nota-se que
ha um visivel achatamento dos picos das divefsas classes de ploi -
dia. Em outrﬁs palavras, nos animais qﬁe feceberam o agente cafqi
nogénico os nlcleos que constituem cada classe ﬁe pleidia se dis-
persam ﬁor intervalos mais amplos, dentro da escala de valores '

utilizada ( figs. 14 e 15 ).

Tabela 1. Porcentagem de niicleos de hepatdcitos em cada classe de
.ploidia nos animais tratados com DMN e, nos respectivos controles.

Classe Tratado Tratado Tratado
de 3 sema-LControle 3 meses jControle 6 meses|{Controlg
Ploidia nas.

C 3% 1%
2C 46% 48% _ 47%_ 43% 29% 27%
4C 22% 30% 8% 15% 17% 24%
L~ 8C 26% 18% | 29% 26% ‘ 34% 23%
16C 6% 43 103 16% 14g 21%
32¢ 3% 5% 3%

64C 2%
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Figura 15. Acima, distribuig¢ido de 100 nicleos de hepatdcitos - -de um animal tratado durante 6 meses. Abaixo, © con-

trole com idade semelhante (7 meses e meio). A classe 4C tém sua populagao deslocada para a direita. As classes

2C e 16C‘tem seus picos_achatados.
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5 Histopatologia e citopatologia pulmonares.

A necropsia dos animais mortos a partir do quinto nés de
tratamento, revelou, em todos eles, a presencga de tumores pulmona-
res.

Macroscopicamente, esses tumores podiam ser percebidos co-
mo nddulos, ora salientes na superficie do orgao, ora imersos  ou
encravados na espeésura do mesmo. -

O tamanho dessas massas noduiares e sua distribuicao nos
pulmoes variavam bastante. Muitas vezes tomavam o aspecto de peque
nas protuberéncias espalhadas por toda superficie do orgao. Outras
vezes, um unico nodulo gigantesco ocupava todo um ldbo_pulmonar, '
existindo entre estes dois extremos, toda uma gama de variagoes

( fig. 16 ).~

.

Tais nddulos eram sempre esbranquicados, de consisténcia '

dura e compacta. Gragas i esta Gltima Caracteristica, podiam ser
facilmente seccionados ao meio. Isto permitiu é execugao de decal-
ques dos tumores.

Todos os animais sacrificados apbs séis meses de tratamen
to ( d'ﬁachos e 4 femeas ), mostraram tumores pulmonares. Esse ma-

terial foi fixado, incluido em parafina, cortado e corado com hema

toxilina-eosina para exame histologico. Uma pequena parte do mes-
mo foi utilizada para a realizacao de decalgues, que se prestariam
i determinacgdo citofotométrica do contefido de DNA das células tumo
rais.

Nos preparados histoldgicos, podemos observar.as prolifera
¢oes celulares que formavam os nodulos acima descritos. Tais pro-
liferagoes, compostas por células epiteliais, aparecem, quase sem-

pre, junto a um bronquiolo terminal ou respiratdrio ( figs.17, 18,
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i

19 , e 20). Sao tumores formados por células intimamente agru-~
padas em corddes, os quais se anastomosam livremente. O aspecto !
‘destes tumores  ‘evidencia , por parte ‘dos ‘elementoé‘ que  os

"

constituem, uma tentativa de imitagao " de tlibulos ou ductos con
dutores ( fig. 21).

Os cqrdﬁes de células neoplasicas chegam, muitas vezes, a
constituir estfuturas que lembram Zcinos glandulares de luz'reduzi
da, sem secrecao no seu interior.

Todos esses dados parecem nos colocar diante de carcino -
mas oriundos do epitélio'bronquiolar wadenobarcxnomgs broanidla;

res - por exceléncia.

A maioria dos desvios ou aberragdes morfoldgicas caracte~
risticas de células neopladsicas estdaoc presentes dentre as éélulas‘
que_constitueﬁ os carcinomas . produzidos pela DMN nos pulmoes dos
camundongos. De uma maneira geral, had um incremento no volume dos
ntcleos. Encontramos pofém, desde niicleos pequenos até niicleos de
prqporgaeé gigantescas. A atipia de fofma também se faz presente ,
com muitos nucleos mostrando contornos irrequlares, formas varia -
das e aspecto bizarro ( fig. 23 ). Alguns nicleos sao claros ( hi-

pocromasia ), mas na sua grande maioria sao escuros, corando-se in

tensamente pela hematoxilina ( hipercromasia ). Outros ainda mos -

T L]

tram-se quase gue vazios ", evidenciando neste caso um processo’

de cromatdlise. Algumas c&lulas saoc bi ou trinucleares, isto &, '
contém dois ou trés nlcleos, que podem ser de dimensbes mais  ou
menos homogéneas, ou irregulares e de formas variadas, dentro de '
uma mesma célula.

Por outro lado, o nimeroc de figuras de mitoses, quer nor-
mais, quer patoldgicas, nao & grande como seria de se esperar.

Principalmente se considerarmos o crescimento rapido e a alta den-

sidade celular desses tumores.

«
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Figura 17. Em vista panor&mica, uma formagao tumoral pulmonar,

junto & regiac de bifurcacdo de um bronguiolo ( br ). O tumor pa

rece se " arborificar " a partir do bronguiolo. Coloracaoc pela '
hematoxilina e eosina. Ampliagao total 187X.

Figura 18. Em destaque, tumor de grandes proporgdes junto a re -
giZo terminal de um bronguiolo pulmonar ( br )..Abaixo, parte de
outra formagac tumoral, também volumosa. Coloragao pela hemato -

xilina e eosina. Ampliacao total 187X.
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Figura 19. Detalhe em maior aumento da parte enquadrada na figura

18. Notar a intima relagd@o entre o tumor e o epitélio bronguio

lar; ( br ), bronguiolo. Coloragao pela hematoxilina e eosina.
Ampliagao total 750X. '

Figura 20, Tumor pulmonar ( tu ), em inicio de formagao, junto a

um bronquiolo terminal ( br ). Coloragio pela héematoxilina e eo-
sina. Ampliagdo total 750X%. '
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Figura 21. Nos tumores pulmonares produzidos pela DMN, as cé&lulas
tumorais se organizam em cordoes, os guais se anastomosam livre -
mente, formando. estruturas que lembram tibulos ou ductos conduto-

res. Coloragdo pela hematoxilina e eosina. Ampliagac total 750X .

Figura 22. Aspectos da celularidade dos tumores pulmonares pro-
duzidos pela DMN. As células tumorais, intimamente agrupadas, '
mostram nucleos polimdrficos e atipicos. A maioria deles cora-se

fortemente pela hematoxilina { hipercromismo ). Coloragao pela

hematoxilina e eosina. Ampliagao total 3000X.
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Certas regioes dos pulmdbes analisados ( quando nao, todo
um lobo pulmonar ) mostram uma grande retencdo de sangue. As obser
vagoes nos levam a caracterizar um quadro de estase sanguinea.

Essa retengado local do fluxo sanguieno deve-se & desorga
nizagao do parénquima pulmonar, ocaéionada pelo crescimento exacer
bado dos nddulos tumorais, Esse crescimento comprime e pressiona '
veias e capilares, estrangulando-os, provocando dessa_forma, sérics
transtornos na pequena circulagaq.

O territorio hiperémico & revelado pela presenca de mxﬁﬁ '

hemorrédgicas, onde os alvéolos se acham repletos de elementos figura -

dos. do sangue, particularmente hemacias.

§. Citofotometria dos niicleos dos tumores pulmonares.

Como ja foi dito, é naturéza dos nédulos pulmonares tor-
nou possivel a realiza¢ao de decalques desses tumores, a semelhan-
¢a do que fizemos com o figado. Obtivemos assiﬁ; isolédamente, ni-
cleos de células cancerosas,-oéféﬁéis foram corados com a reagao '
de Feulgen. O passo seguinte, foi.;£iiizar 0 métq&o do duplo com -
primento de onda para quantificar o DNA desses nlicleos.

Para controle, efetuamos decalques de pulmdes normais. Os
lobos eram seccionados transversalmente, obtendo~se uma superficie'’
de corte o mais uniforme possivel. Essa superficie era entao encos-
tada junto a uﬁa lédmina de vidro, em togques sucessivoé e delicados'
ao longo da mesma. Obteve~se assim, populacdes de niicleos represen-
tativas do orgao normal. |

A determinagaoc dos valores de m, para esses niicleos reve-

lou, como era de se esperar, gue ¢ parenquima pulmonar normal . e
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constituido, basicamente, por uma populagao de células dipldides.

Os tumores analisados mostram a presenca de nlicleos que se
distribuem formando classes de ploidia diferentes. Essas classes !
mantém, entre si, uma relacdo de miltiplo exato; isto &, os niicleos
de cada uma possuem o dobro da gquantidade de DNA da anterior (figqg.
23 ).

Em ambés Os tumores, a maioria dos niicleos situa-se na clas
se 2C. A classe 4C &, também, bastante numerosa, engquanto que nii -
cleos 8C s0 ocorrem, praticameﬁte, no tumor 70 ( fig. 23, tab.2 ).
Por butrd lado, no tumor 63, hd uma grande quantidade de niicleos na
classe " C ", provavelmente, nlcleos hipodipldides ( fig. 23 tah. 2).

A moda, em cada distribuigéo de'nﬁcleos tumorais, acharse '
deslocada para a esquerda { valores-Feulgen;ﬁNA_inferiores ) quando
se compara com.a moda da distribuigao dé nlicleos controle (fig.é3).
'Especialmente no tumor 63,.on§e ela se encontra junto & linha divi-

sbria entre as classes C e 2C.

Tabela 2. Porcentagem de niicleos em cada classe de ploidia nos tumo
res pulmonares.

Classe ae . Controle Tumor 63 Tumor 70
ploidia.
c 278 3%
2C ) 49% 46%  63%
4C 1l 26% 24%
8c 1% [T
16 ¢ 1%
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50 ﬁﬁcleos controle { pulméo normal ). Em B;'IOO niicleos do tu -
moxr 6;. Em C, 100 nicleos do tumor 70. Os nGcleos tumorais se
distribuem em classes de ploidia distintas; cada classé mostran-
do o dobro da quantidade de DNA da anterior. Ambos os tumeres e-
xibem uma moda, que se acha deslocada para a esquerda ( valores
Feulgen-DNA inferiores ), guando se compara com a moda da distri

buicao de niicleos controle.

UNICAMP
BIRLIOTECA (ENTRAL
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IV - DISCUSSAD

1. Citopatologia do figado

1.1. Alteracoes no citoplasma dos hepatdcitos

Vacuolos de diferentes tamanhos aparecem no citoplasma de
hepatdcitos de ratos durante a admihistragao = de dietilnitrosamina-,
uma outra nitrosamina de agéo,cardinoqénica%(AGiundmann, 1963 ) e,
de acordo com Burdette ( 1970 }, desarianjo dos ribossomos e vacug
iiéagao de membranas do reticulo endoplasmatico de hepatécitos,ééo
fenémenos comuns, guando da administragac de alquilnitrosaminas em
ratos. ' |

Analises ultraestruturais mostraram que uma dose de 50 mg
de DMN por Kg de peso corporal provoca, nas células do figado,apds
3 horéé de sua adminiétragéo, dilatagac e vacuolizagao do reticulo
endoplasmatico, além do desligamento das particulas ribossimicas a
ele aderidas. Sob estas condi¢des ndo se observou alteragdes na '
morfologia nuclear e mitocondrial, indicando gue © efeito primario
da DMN deve se fazer sobre o reticulo endoplasmitico ( Magee e
Schoental, 1964 ). De sorte gue, pode-se propor gue, a vacuoliza -
cao do citoplasma dos hepatbcitos, observada logo no inicio do tra
tamento com DMN deve-se, provavelmente, a distlrbios ocasionados '

pela droga, no sistema de membranas que constitui o reticulo endo-

plasmatico da célula.
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1.2. Aumento no volume de nicleos e nucléolos dos hepa-

tocitos.

Como relatamos em resultados, a DMN provoca um sensivel au
mento no volume dos nltcleos e nucléolos dos hepatdcitos.

Mudangas similares a essas sao descritas por diversos auto
res, utilizando outros agentes guimicos, também com agado cancerige
na.

Dentre as alteracgoes citomorfoldgicas detectadas por Gfung
mann ( 1963 ) e Grundmann e Fechler ( 1965 }, durante a hepatocan-
cerizaqéo por dietilnitrosamina, estd o aumento no volume dos nii -
cléos e, em particular, dos nucléolos.

| Dimetilaminoazobenzeno, um outro hepatocarcinogénico, tam-—
béﬁ'prcvoca marcanées aumentos nos volumes de nﬁcleqle'nucléolos"
{ Koulish e Lessler, 1962 e Kasten, 1970 ).

Sabe-se que mudangas no volume nuclear ocoriem prontamente
sob certas condigdes fisioldgicas ou patologicas.

O fator ou os fatores gue determinam tais mudangas variam
- aneuploidia, poliploiéia, politenia, aumento na gquantidade de
proteinas nucleares, retencido de ééua etc - podem estar envolvi -
dos.

A contxibuigéo exata de cada uma dessas causas, em se tra
~tando do aumento de volume nuclear, no caso de tecido tumorais ou
em fase pré-tumoral, precisa ser melhor esclarecida ( Koulish e
Lessler, 1962 ).

Se o aumento das dimensoes nuclegres & evidente durante a
cancerizagao do figado pelos agentes quimicos anteriormente cita-
dos, muito mais notavel & o inéremento no volume dos nucléolos.

Alias, segundo Amorim ( 1964 ), j& em 1934, Houmeder pre-

tendia estabelecer o diagndstico de malignidade com base nessa al



‘teracao, dada sua constincia em células tumorais.

Grundmann e Fechler ( 1965 )} detectaram, durante a fase de
pré-cancerizagao com . dietilnitrosamina, aumentos superiores a
trés vezes nos volumes nucleolares. Paralelamente, a concentracgio'
de RNA por nucléolo caiu, indicando que o aumento de volume nao se
fez acompanhar por um aumento proporcional na quantidade desse aci
do nucleico. Por outro lado, encontrou-se uma concentragao de RNA'
muito alta nos nucléolos dos primeiros nddulos tumorais.

Esses dados parecem indicar gque hé) durante o processc de
cancerizagdo, um incremento no metabolismo proteico e do RNA.

Como se sabe, 05 nucléolos sao os locais de produgdo do
RNA ribossOmico(RNAr 455) Admite-se gue um aumento na sintese de
RNAr implica numa maior produgac de ribossomos e proteinas. .

Porém, o significado exato dessas alterag¢des e sua relagao
com © cancer & discutivel.

Grundmann ( 1963 ) sugere qﬁe a destruigao de proteinas ci
toplasmaticas, por agentes alguilantes como DMN e DEN, estimularia
-a sintese proteica ( para reposicdo das perdas ), através de meca-
nismos reguladores iﬁtracelulares.

) A ativacao desses mecanismos levaria a um aumento na produ
cao de RNA, inclusive de RNAr.

Com a administragéo constante do agente alquilante,‘formar-
se-ia um circulo vicioso de destruicdo e sintese de proteinas,o que

explicaria, de certa forma, o incremento no volume dos nucléolos.

1.3. Descompactacao dos cromocentros

As heterocromatinas podem ser classificadas em constituti-

vas e facultativas.



Heterocromatina constitutiva é aquela que ocorre em re -

gides correspondentes de ambos os cromossomes homdlogos, sendo
considerada como nao codificadora.

A facultativa estd presente em apenas um dos Cromossomos
do par, sendo catalogada como inativa, ou seja, nao responde a es-
timulos de transcrigado, devido, provavelmente, a modificagdes na
sua estrutura qnaternérié. 0Os sgeus genes podem,'no entanto, vol -~
tar & atividade, ou terem sido ativos; em algum periodo de desen -
volvimento do organismo ( Mello, 1978 }.

Os cromocentros dos nicleos de hepatdcitos de camundongo
sao formados por uma heterocromatina do tipo‘constit&tivo.

Nos cromossomos metafasicos do animal, essa mesma Hetero -
cromatina, apafece junto a xeqiﬁo_dos centrdmeros ( heterocromati-
na centromérica ), como ficou demonstrado por experimentos de hi -
bridizagdo " in situ " ( Pardue e Gall, 1970 ).

0 seu DNA &, basicamente, um DNA satélite, que represen -~
ta acima de 70% do DNA satélite total nuclear.

Esse DNA satélite, por sua vez, & ricé‘em pares A-T ( ra -
zao A+T / G+C igual a 2,03 ) e, acredita-se que ele seja constitul
do por sequéncias altamente repetitivas de | polinucleotideos
( Yasmineh e Yunis, 1970 }.

Diante do que foi dito até agora, a descompactagao dos
cromocentros provocada pela DMN, uma substancia cancerigena, assu-
me aspectos importantes.

Atribui-se atualmente 3s heterocromatinas . constitutivas
fungées de natureza estrutural, tais como: manutengéo da organiza-
¢ao nuclear, protecao de regioes vitais do genoma, participagao
em mecanismos de pareamento na meiose etc | Yunis . e Yasmineh ,

1971 ).

54
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Acredita-se que a heterocromatina centromérica confira re -
sisténcia e forga a essa regiao vital dos cromossomos, garantindo
a separacgao adequada dos mesmos, durante os processos de divisao'
celular { Yunis e Yasmineh, 1971 ).

Quais seriam, portanto, os efeitos ou consequéncias de mo
dificagoes na estrutura intima dessa heterocromatina, para a célu
la como um todo?

Yunis e Yasmineh ( 1971 }, sugerem que as aberracoes es -
truturais e numéricas, comumente observadés em cromossomos de cé-
lulas tumorais, podem estar relacionadas com danos na heterocroma
tina constitutiva. Isto, gragas a sua suscetibilidade a quebras '
por agentes mutagénicos, sua natureza repetitiva, e sua tendéncia
a formar agregados durante o ciclo gelular._

Lilly et &l { 1975 ) descreveram aberragbes cromossdmicas
produﬁidas pela dimetilnitrosamina em linfbdcitos dé rato.

Neste experimento, DMN foi'injetada intraperitonealmente,
numa dose de 30 mg / Kg de peso corporal, nos ratos. Depois de 6
horas da administracao da droga, o sangue foi coletado e mantido!
em cultura por 48 horas, apds o que,fez-se a analise das metafa -
ses.-u ) - -

As principais aberracgoes sao descritas como do tipo em que.
ha quebra nas cromatides. |

#

in vitro ", isto

Por outro lado, se a DMN & adicionada
&, diretamente no meio de cultura e nao no animal, © niamero de
abefragées nao difere significantemente do controle.

Isto mostra, como ja foi dito antes, que a DMN deve ser
ativada no organismo, presumivelmente no figado, antes de produ-
zir seus efeitos deletérios.
| ¥

Estes resultados mostram também, que os intermediarios

metabolicos ativos da DMN, devem possuir estabilidade suficiente
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para passar de seus sitios de forma¢do no figado ( ou em outros
orgaos ) e alcancar os niicleds dos iinféditos circulantes.

Voltaremos a este aspecto do problema, quando tfatarmos !
da formagao dos tumcres pulmonares.

Aberragoes cromossOmicas nos hepatdcitos, poderiam expli-
caripelo menos em parte, o aparecimento de nicleos com quantida -
des anOmalas dé DNA, como ficou determinado pela citofotometria .

Contudo, a descompactacgao da heterocromatina que forma os
cromocentros, pode ter implicagOes outras, gue ndo as de natureza
exclusivamente estrutural. |

Segundo Yasmineh e Yunis {( 1970 ), Harel e colaboradores'
relataram em 1968, a-formagﬁo de hibridos estiveis entre RNA de
marcagaco rapida e DNA satélite extraido de tecidos de camundongo.

Se coﬁfirmados, esses resultados estabeleceriam evidéncia
em favor da atividade genética do DNA satélite e, possivelmente,'
da heterocromatina consfitutiva.' |

Néste caso, a descompactacao dés cromocentros poderia es-
tar relacionada com a ativagao de genes al localizados.

Sandritter et al ( 1974 ) efetuaram a andlise de carcino-
mas de mama, por meio de citofotometria de varredura acoplada a
sistemas de computacio.

Os resultados mostraram gue, nestes tumores, apenas 6% do
DNA estd na forma de cromocentros; enquanto que no niicleo normal,
i3% do DNA se encontra nesta forma.

A partir desses dados, os autores concluem que as cé&lulas
tumorais operam com uma proporgac maior de sua informaééa genéti=-
ca. .

Da mesma forma, técnicas de hibridizacdo mostraram que em
células normais cultivadas, apenas 20% de seu DNA & expresso, en-

guanto que en células transformadas por virus, 30% de seu DNA pa-
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rece ser ativo { Sandritter et al, 1974 ).

0 conceito defendido até bem pouco tempo atras, de que a

.

transformacao maligna era um evento rapido e finico, cedeu lugar
diante das evidéncias, & formulagao de que o aparecimento do can -
cer envolve um aglomerado de alteragoes, as guals se sucedem de ma
neira progressiva e sequencial ( Farber, 1971 ).

Dentro desse esquema, € possivel que a ativagao de certos'
genes ou segmentos de DNA, normalmente représsos na célula sadia ,

seja um dos fendmenos envolvidos na transformagao maligna.

2. Alteragdes na constituigao das classes de ploidia .ég

figado.

As alteracdes nos padroes de distribuigao . dos ‘valoxes
Feulgen-DNA, por nds detectados, durante o tratamento com DMN, pa
recem”ser comuns a adﬁinistragéo'de outros agentes hepatocarcino-
génicos.

Dietilnitrosamina ( DEN ) provoca, em figado de rato apds
15 dias do inicio de sua administrac®o, o aparecimento de niicleos
16N. No respectivo controle, a classe mais elevada & a 8N. Com 45
dias de tratamento, essa classe andOmala se insinua de forma mais

evidente ( Grunddmann, 1963 ).

Kasten ( 1970 ) descreve o aparecimento de classes de '
ploidia atipicas, em figado de rato, apds apenas 8 dias de trata-

mento com dimetilaminoazobenzeno ( DAB ). Neste periodo, a mudan-
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¢a mais significativa foi o surgimento de nﬁcleos com valores de !
DNA dentro da faixa tripldide. A medida que o tratamento se prolon-
ga, essas modificagoes se insinuam dé forma mais grave. H3 o achata
mento dos picos das classes 2n, 4n e 8n, com uma maior dispersao '
dos valores Feulgen-DNA, ao longo da escala utilizada. Consequente-
mente, os limites entre as classes de ploidia tornam-se cada vez me
nos nitidos. Nota-se dessa maneira, que durante o processo de can -
cerizagao com DAB, hAd um aumento da proliferagao celular, ji a par
tir da primeira semana de dieta com a droga. E sugerido que o égenm
te carcinogénico em questdo atua prontamente nos mecanisﬁos de con- '
trole da sintese de DNA, promovendo um incremento em tal processo .
Em alguns dos hepatomas produzidos com DAB, ha uma disper-
sEo'dos valores Feulgen-DNA, sem o apareciménto de picos ou modas '
dominantes. J& em outros tumores- da mesma espécie, os niicleos se
concentram em intervalos mais estreitos, determinando o surgimento’
de modas dominantes, as quais podem aparecer em posicao dipldide '
hipodipldide ou hiperdipldide ( Rasten, 197¢ ).
| Grundmann { 1963 ) também detectou, em hepatocarcinoma pro
duzido por DEN, nlicleos dentro da faixa tripldide. De acordo com o
autor, a presenca desses niicleos sﬁgere © nascimento de uma linha -
gem celular ou " stem line ",'segundo O conceito emitido por Makino
( 1957 ).
| As justificativas para o aparecimento de classes de ploi -
dia andmalas variam.
De um lado, pode-se admitir gque ha um incremenfo no nimero
de nucleos em fase de sintese de DNA, na preparagao para divisdo
( ou endomitose ) subsequente.
De outro lado, o fenémeno pode estar relacionado com irre-

gularidades no processo de duplicagao e separagao dos Cromossomos p
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durante a divisao celular.

Medidas citofotométricas de grupos cromossomicos em metd -
fase e anafase, revelaram, em figado de ratos tratados com DAB, a
presenga de valores Feulgen-DNA intermedidrios ( Koulish e Lessler,
1962 ).

A irregularidade de tais lotes cromossdmicos indica, numa'
conclusao preliminar, possiveis falhas nos processos de duplicagac'’
e separacgao dos cromossomos, durante o ciclo celular.

Aberrac¢oOes cromossOmicas numéricas ou estruturais, sao dis
turbios comuns em populacoes de células tumorais.

Tais anormalidaées podem estar relacionadas'com danos ou
mutagOes nas regioOes centroméricas dos cromossomos, cuja integrida-
de & fundamenfal para a separacao dos mesmos durante a mitose.

Ha que se lembrar ainda, que‘com a descompactacao da hete~
rocromatina, sua resisténcia a hidrélise dcida diminui, podendo ha-
ver despolimerizagao do acide apurinico num tempo mais curto de hi-
drélise; com perdas de porgoes de DNA e/ou acido apurinico ( Mello
e Raimundo, 1977 ). Tal fendmeno deve contribﬁir para ¢ aparecimen-
to de nficleos com quantidades de DNA andmalas, nos animais tratados

com DMN.

3. Resumo das alteracoes hepaticas encontradas.

Apesar de ndo terem sido produzidos dentro de condigoes ex
perimentais por nds utilizad%s, hepatomas tipicos, as alteragOes in
troduzidas pela DMN no figado de camundongo, nao deixam dlvidas so-
bre as potencialidades citotoxicas dessa droga. Se nao Queremos lem

brar:
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a) As alteragoes na forma e no volume dos niicleos de hepa-
tocitos.

b} As modificagoes na estrutura da cromatina desses ni -
cleos, particularmente a descompactagao dosg cromocen =
tros.

c) O aumento no volume dos nucléolos.

d) As anomalias na formacao e composigao das classes de

ploidia.

4. Tumores pulmonares.

4.1. Origem e morfologia dos tumores pulmonares:

+

Muitas das neoplasias pulmonares experimentalmente produzg_
das, tém origem na area bronguioclo-alveolar.
| InjegOes intratraqueais com 3-metilcolantrenc produzem, em
ratos, tumores de células escamosas, de origem bronquiclo-alveolar
Numa etapa .inicial, tais tumoreés mostram-se bem diferenciados sen-
do do tipo queratinizante e histologicamente benignos. Contgdo .
apbs 5 meses de tratamento, uma marcante atipia, assim como O apa-
racimento de metdstases, denunciam a malignidade dessas formagoes
tumorais ( Nettesheim e Schreiber, 1975 ).
| Os agentes quimicos causadores de cancer nas vias respira-
tOrias sao, na sua maioria, contaminantes do ar atomosférico.
No entanto, algumas'substéncias,.dentre elas aé nitrosami-
nas, tém o poder de induzir ca@nceres no trato respiratdrio, inde -
pendentemente de seu ponto de entrada no organismo ( Nettessheim e

Schreiber, 1975 e Warzok e Thust, 1977 ).
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Warzok e Thust ( 1977 ), lograram produzir em hamsters
( Dzungarian dwarf hamsters ), tumores pulmonares, apds a aplica -
cao transplacental de dietilnitrosamina. Fémeas gravidas recebe-
ram uma injegéo intraperitoneal de dietilnitrosamina, numa concen-
tracao de 30 mg / Kg de peso corporal. Dentre os 29 animais nasci-
dos dessas fémeas, 21 sobreviveram mais de 126 dias, guando o pri-
meiro tumor foi registrado. No cOmputo geral, 16 dos 21 ani -
mais { 76,2% ) desenvolveram tumores pulmo@ares.

Os neoplasmas sao classificados como adenocarcinomas déri—
vados do crescimento do epitélio de peguencs brongquliolos. Em dife-
rentes partes desées tumores, estruturas semelhantes a gléndulas p
coﬁ‘um padrao ora tubular, ora alveolar, ou ainda papilar, podem

ocorrer simultineamente. Segundo os autores, essas estruturas his-

[l

toldgicas representam diferentes potencialidades de ﬁma’meéma cé -
lula epitelial. | )

Por outro lado, estudando o desenvolvimento de tumores pul
monares produzidos pela administragao intratraqﬁeal de benzopire -
no, em hamsters { Syrian golden hamsters ) , Stenback ( 1973 ) con
clui que estes animais,respondem de forma diferente dos camundmgos
guando da aplicacao de agantes‘caféinogénicos. Neste experimento
a maior parte dos tumores desenvolveu-se no trato respiratdbrio su-
perior. Os adenocarcinomas sao de origem broncogénica , isto é
formam-se a partir do epitélio dos bronquios.

Ja em camundongos, os tumores do trato respiratario infe -

rior, em particular os de origem bronquiolo-alveolar, sao muito

mais comuns.

4.2 Aspectos etioldgicos e bioguimicos da produgao de

tumores pulmonares,
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Nas Gltimas décadas a mortalidade por cincer de pulmao vem
aumentando rapidamente nos paises desenvolvidos ( Nettesheim e
Schreiber, 1975 ).

Este fendmeno desperta a atencao para os possiveis fatodres
eticlogicos envolvidos na indugao de tumores pulmonares.

H3 pouca divida a respeito de que, sao os agentes guimicos
introduzidos pelo homem, em seu proOprio meio ambiente, os causado~-
res desse  incremento na frequéncié dos céﬁceres'pulmonares.

A inducdo de canceres de pulmao por nitrosaminas adminis -
tradas via tubo digestivo, abre novas perspectivas para as pesqgui-
sas de carater etioldgico, dentro desse campo.

| Segundo iijinsky et al { 1973 ), nitrosaminas podem ser
formadas no trato gastrointestinal, mediante a reagao de nitritos'
presentes nos alimentos com aminas secundarias e terciéﬁias inge =~
ridas deliberadamente ou incidentalmente.

Os autores admitem dessa forma, a possibilidade de se for-
marem nitrosaminas carcinogénicas a partir de aminas presentes na
fumaca do cigarro, engolidas com a saliva, e nitritos ingeridos na
‘alimentacio. |

Tal explicagao da outro enfogue ao aparecimento de cance -~
res pulmonares em fuméntes.

Sequndo essa hipdtese, o fato de muitos usuarios de cigar-
ros nao desenvolverem tumores pulmonares, poderia ser explicado pe
la sua baixa ingestdo de nitritos.

Ainda segundo Lijinsky et al ( 1973 ), a rapidez com que a
aminopirina reage com nitritos, mesmo as baixas concentragaes para
formar dimetilnitrosamina, sugere gque, a ingestao continuada dessa
droga, em associagao com aiimentos contendo nitritos, pode repre -
sentar uma fonte consideravel do agente carcinogénico.

0 uso de aminopirina foi proibido em certos paises, entre
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eles os Estados Unidos da América, mas ainda & livre em varias par
tes do mundo ( Lijinsky et al, 1973 ).

Recentemente, Harris et al ( 1977 ) demonstraram que a DMN
provoca a metilacao do DNA de brdnquios humanos mantidos em cultu-
ra de tecidos. Ambas as posicoes 0-6 e N-7 da guanina sdo meti-
ladas. Esses resultados indicam que o epitélio bronguial tem a ca-
pacidade de metabolizar a DMN até intermediarios reativos, que pro
vocam a metilagao do DNA. |

Assim sendo, & possivel que, no caso especifico dos camun~-
dongos, o epitélio das vias respiratdrias seja capaz de metaboli -
zar a DMN,até.intermediéiios carcinogénicos, o0s quais atuariam lo-
calmente, desencadeando © procésso de transformagao maligna. Dail a
alta incidéncia de tumores verificada em nosso trabalho.

Entretanto, a hipéteée segundd a qual a ativacao da DMN se
faria no figado, nao deve ser descartada por completo.

Como ja foi dito anteriormente, experimentos com ratos de
monstraram que os intermedié;ios metabdlicos da DMN possuen uma
certa estabilidade, sendo capazes de alcangar 0s vasos sanguineos,
para al produzirem éberrag&es cromossdmicas em linfdcitos circulan
tes ( Lilly et al, 1975 ). )

Neste caso, deve-se admitir que tais intermediarios atua -
riam & disténcia. Produzidos no figado, eles iriam induzir a for -
magao de canceres nos pulmdes.

No entanto, tal hipdtese levanta uma guestdo importante,ou
seja: por qﬁe nao se formaram hepatomas tipicos no figado?

Embora o assunto mereca estudos mais detalhados, gquer- se
crer que h& uma relacao orgaﬁo—especifica muito estreita entre do~
se do agente carcinogénico -~ tempo de administracdo - espécie ani-
mal utilizada e orgao atingido.

Qualguer modificagao, por menor que seja, nestas variaveis
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deve provocar diferentes respostas ao agente carcinogénico.

4.3. Andlise citofotométrica dos tumores pulmonares.

"

Conceito de " stem line cells ".

O conceito de " stem line cells " baseia-se em dados morfo
16gicos e estatisticos, obtidos a partir da andlise cromossdmica
de inlGmeros tumores asciticos de ratos.

Segundo este conceito, cada tumor possui uma ( ou mais de
uma ) linhagem de células, cé&lulas estas que se constituem na prin
ciapal fonte de crescimento do tumor.

Tais populac¢oes celulares ée carécterizam por ocorrerem !
com uma alta frequéncia, por possuirem um padrado cromossomico ca-
racteristico e por um comportamento mitdtico regular”dbs Cromosso
mos.

A contagem cromossOmica nesses tumores mostra o aparecimeg'
to de modas caractéristicas { chromosomé_stem'lines }, indicando a
presenga das células ;esponséveis pela progénie dos mesmos'(Makinq
1957) . |

Analogamente, utiliza-se a expressdo " DNA stem line ", na
referéncia a valores preaominantes, em bistogramas obtidos a par -
tir da analise citofotométrica de tumores ( Kiefer e Sandritter ,
1976 }.

0 recdnhecimento de uma populag@o predominante nem sempre’
€& facil. Os valores de DNA podem se distribuir por intervalos am -
plos, devido & proliferacao celular e poliploidizagéd.

Em tais casos, nao ha muito éentido falar-se em " stem li-

ne ", embora seja possivel calcular-se por meios matematicos,um va

lor médio de maior frequéncia.



65

Isto € mais comum em tumores indiferenciados, onde os wvalo

res de DNA se distribuem sem o aparecimento de modas caracteristi-

cas.

Ja nos tumores com alto grau de diferenciagao, o apareci -
mento de linhagens ou populagdes predominantes ( stem lines) e !
mais frequente. ( Kiefer e Sandritter, 1976 ).

Enguanto tumereé benignos mostram, com algumas excegoes mo
das dipldides, a aneuploidia & uma caraqteriética confiavel de ma-
lignidade ( Kiefer e Sandritter, 1976 ).

Atkin ( 1969 ), analisando citofotométricamente, 119 tumo-
reé malignos humanos ('é maioria carcinomas ), encontrou dados cor
roboradores do conceito de " stem line cells ".

Cada um dos tumores apreseﬁﬁava.umé moda proeminente - a0
redor da gual, outras classes de ploidia apareciam.

Nos tumores pulmonéres-por nds analisados, a mbaa sofre ﬁm
deslocamento no sentido de valoresnhipodipléides. Prihcipalmente .
no tumor 63, onde inclusive, hd uma grande populacdo de células hi
podiploides ( 27% ). Tais populagoes prédominéntes devem consti -
tuir as linhagens celulares ("stem line cells") responsaveis pe -
lo crescimento dos tumores. As clagses hiperdiploides presentes
nos histogramas se originaram, provavelmente, pela multiplicagao '
do conteudo de DNA dessas células. O parénquima tumoral sofreu,por
tanto, um processo de poliploidizacio.

E interessante citar que o conceito de " stem line cells "
tem importanteé implicagoes terapéuticas ( Kraemer et al, 1971 ) .
Um agente quimioterapico s serd realmente eficaz se atuar des -
truindo as células responsdveis pelo crescimento do tumor (.stem
line cells ). Caso contrario, uma vez suspensa a medicagao, essas
células voltardo a proliferar, reconstituindo a formagao maligna .

Além destas considera¢Oes, cabe também lembrar a utilidade
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pratica das medidas citofotométricas de DNA, que veém sendo utiliza

das cada vez mais no diagndstico e mesmo controle terapdutico  de

cadnceres; veja-se por exemplo ¢ livro de Andreeff ( 1975 ).
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V -~ CONCLUSAQ

Dentro das condigdes experimentais utilizadas, a DMN. provo

ca, em camundongos, 0s sequintes fendOmenos:

19) Descompactagao ou dissolugdao dos cromocentros dos ni -
cleos dos hepatdcitos. Tal fendmeno & detectado desde o inicio do
tratamento ( 3 semanas ), intensificando-se com o transcorrer do

mesnmo.

29) Alteragbes nos padroes de distfibﬁigéo dos valores
Feulgen-DNA dos niicleos de hepatdcitos. Tais alteragdes incluem :
a) aparecimento precoce de nicleos de classes de ploidia

- mais avangadas,

b} surgimento de nlcleos " hipodipldides " ( classe C ) ,

c) redugac ou deslocamento de populagéés de élasses de .
ploidia,

d) achatamento dos picos de ciasses de ploidia ( maior
dispersdo dos valores Feulgen-DNA ) & medida gque el

tratamento se prolonga.

39) Fo;magéo de tumores malignos primarios no pulmio,

A necropsia dos animais mortos a partir éo 5¢ més de
tratamento revelou, em todos eles, a presenca de tumores pulmona‘~
res. Sao carcinomas oriundos, provavelmente, do e?itélio de peque
nos brongquiolos. A analise citofotométrica de dois desses tumores
revelou a ocorréncia de processos de poliploidizagao no parénguima

tumoral.
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VI - SUMARIO

Noventa e um camundongos { 42 machos e 49 fémeas ) recebe-
ram dimetilnitfosamina na agua de beber, durante 6 meses, com a se-
guinte concentracao:

a) 17 ppm ( partes por milhdao ), durante o primeiro més.

b} 10,6 ppm durante os cinco meses restantes.

A solugao contendo a droga foi oferecida " ad libitum ".

Nestas circuhsténoias,‘a DMN provoca diversas modificagoes
nos niicleos de hepatdcitos, tais como sao vistos apds a re;géo de
Feulgen. Os cfomocentros desses nficleos ( heterocromatina constitu
tiva ) sofrem um processo de dissolucao ou descompactacao. Parale-
lamente, determinagoes éitofotométricas revelaram alteracgdes nos
padroes de distribuigao dos valores Feﬁlgen—DNA de. tais nficleos.Ha
gue seé relatar ainda, um notdvel aumento no volume de seus nucléo-
los. Os proprios niicleos também sofrem modificagées na forma e au-
mento de volume porém, de natureza mais discreta. :

Al3m das alteragOes hepaticas, desenvolveram-se tumofes ma
lignos primdrios nos pulmoes. De fato, todos os animais gue comple
taram og seis meses de tratamento, mostravam tumores pulmonares.Os
mesmos foram c¢lassificados como adencocarcinomas oriundos,_prova -
velnente, do epitélio de pequenos bronguiolos. A analise citofoto-
métrica de dois desses tumores revelou a ocorréncia de processos
de poliploidizagao no parénguima tumoral.

0s dados sao discutidos com base em achados recentes a
respeito da acdo bioquimica da DMN e sua relagiio com o aparecimen-

L

to do céncer. Valemo-nos também do conceito de " stem line cell
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( Makino, 1957 ) para interpretacao de certos achados citofotomé-

tricos.
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Vil - SUMMARY-

Ninety one mice*{ 42 males and 49 females ) received dime-

thylnitrosamine ( DMN } in the drinking water, " ad libitum " du-
ring six months. The concentration.of DMN in the . water = <varied
from:

a) 17 ppm ( parts per milion ) during the first month to -,

b) 10,6 ppm during the other five months.

DMN produces-sevéral changes in hepatocyte .nuglei, as
seen by Feulgen's reaction. Dissolution .:of its .° chromocenters
{ constitutive heterochromatin ) is one of the alterations deg-
cribed. There is also a considerable increase in nuclear and nu-
cleoclar volumes ( especially in the last one ). Simultaneously '
cytophotometric measurements revealed modifications in the dis~-
tribution patterns of Feulgen-DNA values of these nuclei.

Besides the hepatic modifications, DM& caused the. develop-
ment of primary malignant tumors in the lungs. Actually, all the a
nimals that survived to 6 months of treatment, showed lung‘tumors.
They were classified as adenocarcinomas derived from outgrowths of
the epithelium of small bronchioles. Cytophotometric analysis per
formed in two of these tumors showed the ocurrence of polyploidy
in tumoral parenchyma.

The data are discussed in view of recent findings concer
ning DMN mode of action and cancer development. Makino's stem line
cell theory, which has imporéant'implicétions for tumor therapy,

is also discussed.
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