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RESUMO

O habito de fumar cigarros é responsavel pela morte de milhdes de pessoas por
ano em todo o mundo, estando diretamente relacionado ao cancer de pulméo. Estudos
demonstraram que maiores indices plasmaticos de beta-caroteno ou a grande ingestdo
de alimentos ricos em carotendides diminuem o risco de desenvolver esta neoplasia. Por
outro lado, existem estudos que sugerem que o pulmédo de fumantes pode alterar o
metabolismo do beta-caroteno, gerando maior risco de alteracdes celulares e neoplasias.
E provavel que o alfa-tocoferol tenha efeito benéfico sobre esta associagdo. Objetivo:
Avaliar a participacdo do beta—caroteno e do alfa-tocoferol no desenvolvimento de
cancer de pulmdo induzido por uretana e sua relagdo com a exposicdo ao cigarro.
Material e Método: Camundongos Balb C foram divididos em 10 grupos: G1(cigarro),
G2(cigarro e uretana), G3 (uretana), G4, G5 e G6 (cigarro, uretana e beta-caroteno a
0,25; 0,05 e 0,005% respectivamente), G8 (uretana e Beta-caroteno a 0,25%), G7, G10 e
G11 (cigarro, uretana e beta-caroteno a 0,25 e alfa-tocoferol a 0,25; 0,05 e 0,005%
respectivamente). A exposic¢ao ao cigarro ocorreu durante 10 minutos, 2 vezes por dia, 5
dias por semana, por 16 semanas. Para a inducdo de tumores, foi administrada uretana
por via intraperitoneal na dose de 3,0mg/Kg. Foram quantificados nodulos e
hiperplasias, realizada analise morfométrica dos nédulos e submetidos aos testes de
Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney para analise estatistica. Resultados: O grupo G3
apresentou maior numero de nodulos (P=0,001), menor fracdo estromal (P=0,011) e
maior soma da area de tumor (P=0,047) comparado ao grupo G2. O grupo G8, mostrou-
se com menor namero de nddulos (P=0,013) e hiperplasias (P=0,05) comparados ao
grupo G3. As duas doses menores de beta-caroteno (G5 e G6) se mostraram
estatisticamente semelhantes, porém com menor numero de nddulos quando
comparados ao grupo G4 (P=0,04). O grupo G4 apresentou menor numero de
hiperplasias que G8, porém o nimero de nodulos nao se alterou (P=0,045). A fracdo
estromal dos grupos G3 e G4 foram semelhantes, porém menores que G2 e G5
(P=0,011). Quanto ao alfa-tocoferol, a fracdo estromal do grupo G7 foi maior que a dos
grupos G2, G3, G4 e G10 (P=0,011). A dieta com beta-caroteno a 0,25% aumentou a
area dos nodulos, demonstrada pela maior area (P=0,03), menor area (P=0,03), soma
das éreas (P=0,018) e média das areas (P=0,006) no grupo G4 comparada com 0 grupo
G2. Conclusdo: Com estes resultados, concluiu-se que na evolucdo de tumores
induzidos por uretana em camundongos o fumo passivo se comporta como um fator
protetor, porém ndo hé evidéncia de que seja dose-dependente. A suplementacdo de
beta-caroteno na dose de 0,25% também age como protetor, porém associada ao fumo
passivo tem efeito menor do que em doses mais baixas (0,05 e 0,005%). A exposicdo a
fumaca do cigarro ndo altera o nimero de nddulos quando na presenca de dieta com
beta-caroteno a 0,25%, porém o numero de hiperplasias com a presenca do cigarro
diminui. A associagédo do alfa-tocoferol ao beta-caroteno 0,25% e ao fumo passivo gera
um fator protetor, principalmente na dose 0,25%.

Palavras Chaves:
Beta-caroteno; Alfa-tocoferol; Fumo; Uretana; Neoplasias pulmonares.
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ABSTRACT

Cigarettes accounts for the death of millions of people a year worldwide, directly
related to lung cancer. Some studies have shown that larger plasmatic indexes of beta-
carotene or a great ingestion of foods rich in carotenoids diminish the risk of developing
this neoplasia. On the other hand, studies suggest that the smokers' lung can alter the
metabolism of beta-carotene, that is, producing greater risk of cell alterations and
neoplasias. It is probable that the alpha-tocopherol has beneficial effect on this
association. Objective: To evaluate the participation of beta-carotene and alpha-
tocopherol in the development of lung cancer induced by urethane and its relationship
with cigarette exposition. Material and Method: Balb C mice were divided into 10
groups: G1(cigarette), G2 (cigarette and urethane), G3 (only urethane), G4, G5 and G6
(cigarette, urethane and beta-carotene to 0.25, 0.05 and 0.005%, respectively), G8
(urethane and beta-carotene to 0.25%), G7, G10 and G11 (cigarette, urethane and beta-
carotene to 0.25 and alpha-tocopherol 0.25; 0.05 and 0.005%, respectively).The
exposition to the cigarette was for 10 minutes, twice a day, 5 days a week, during 16
weeks. For induction of tumors, urethane was administered intraperitonealy, in the dose
of 3.0mg/Kg. Nodules and hyperplasias were quantified; morphometric analyses of the
nodules were performed. Kruskal-Wallis and of Mann-Whitney tests were used for
statistical analysis. Results: Group G3 presented greater number of nodules (P=0.001),
smaller stromal fraction (P=0.011) and greater sum of the tumor area (P=0.047)
compared to group G2. Group G8 showed smaller number of nodules (P=0.013) and
hyperplasias (P=0.05) compared to group G3. Both smaller doses of beta-carotene (G5
and G6) were statistically similar, although with smaller number of nodules when
compared to group G4 (P=0.04). Group G4 presented smaller number of hyperplasias
than G8, however, the number of nodules did not alter (P=0.045%). Stromal fraction of
groups G3 and G4 was similar, although smaller than G2 and G5 (P=0.011). According
to the alpha-tocopherol, the stromal fraction of group G7 was greater than the one of the
groups G2, G3, G4 and G10 (P=0.011). The 0.25%-beta-carotene diet increased the area
of the nodules, demonstrated by the largest area (P=0.03), smaller area (P=0.03), sum of
the areas (P=0.018) and average of the areas (P=0.006) in group G4 when compared to
G2. Conclusion: According to these results, it was concluded that passive tobacco can
be a protecting factor in the evolution of tumors induced by urethane in mice, however,
there is no evidence that this could be dose-dependent. The supplementation of beta-
carotene in 0.25%-dose can also be a protecting factor, however, associated to passive
tobacco it has smaller effect than in lower doses (0.05 and 0.005%). The exposition to
cigarette smoke does not alter the number of nodules induced by urethane in mice when
in the presence of 0.25%-beta-carotene diet; however the hyperplasia number with the
presence of the cigarette diminished. The association of the alpha-tocopherol to the
0.25%- beta-carotene and the passive tobacco produces a protecting factor, mainly in
the dose of 0.25%.

Keywords:
Beta-carotene; Alpha-tocopherol; Tobacco; Urethane; Lung cancer.
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1 INTRODUCAO
1.1 Céncer de pulméo

Segundo o “Informe Mundial sobre o Céancer”, sua incidéncia podera
aumentar 50% até 2020, ano para o qual sdo projetados 16 milhGes de novos casos. Esse
aumento é creditado ao envelhecimento da populagdo mundial e aos efeitos do
tabagismo e de habitos de vida “insanos”. Numa perspectiva mundial, h4 motivos
justificados para centrar as atividades preventivas contra o cancer em dois fatores em
particular, o tabaco e a dieta, porque foram responsaveis por 43% de todas as mortes por
cancer em 2000, representando 2,7 milhdes de 6bitos. No ano 2000, cerca de 10 milhdes

de pessoas apresentaram tumores malignos e 6,2 milhdes morreram por essa causa .

O céncer de pulmao estd em primeiro lugar como causa de morte por
cancer. E um dos tumores mais freqiientes, perdendo para o de pele, o de prostata em

homens e o de mama em mulheres @'

O ndmero de casos novos de cancer de pulmao estimados para o Brasil
em 2006, ¢ de 17.850 entre homens e de 9.320 nas mulheres. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 19 casos novos a cada 100 mil homens e 10 para
cada 100 mil mulheres. Excluindo-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de
pulm&o em homens é o segundo mais freqiiente nas regides Sul (37/100.000), Sudeste
(24/100.000) e Centro-Oeste (16/100.000), sendo nas regides Norte (8/100.000) e
Nordeste (8/100.000) o terceiro mais freqliente. Para as mulheres é o quarto mais
fregiiente nas regides Sul (16/100.000), Sudeste (12/100.000), Centro-Oeste (9/100.000)

e Norte (5/100.000), sendo o quinto mais freqiiente na regido Nordeste (5/100.000)®.

Tese de Doutorado — FAMERP — 2006.
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Na populagdo masculina mundial, o habito de fumar continua sendo
responsavel pela maioria dos casos diagnosticados de cancer de pulmdo (podendo
chegar a mais de 90% em alguns paises ou regides). Nas mulheres, pode-se atribuir

cerca de metade dos casos de cancer pulmonar ao tabagismo ©.

O cancer de pulmédo permanece como uma doenca altamente letal. A
sobrevida média cumulativa total em cinco anos varia entre 13 e 21% em paises
desenvolvidos e entre 7 e 10% nos paises em desenvolvimento. O fator de risco mais
importante para o desenvolvimento do cancer de pulmao é o fumo. Este habito é capaz
de aumentar este risco em 20 a 30 vezes em tabagistas de longa data e em 30 a 50% em
fumantes passivos, ndo existindo nenhuma dose ou quantidade segura para 0 consumo.

As taxas de incidéncia em um determinado pais refletem seu consumo de cigarros .

Outros fatores relacionados sdo certos agentes quimicos (como o
arsénico, asbesto, berilio, cromo, radénio, niquel, cadmio e cloreto de vinila,
principalmente encontrados no ambiente ocupacional), fatores dietéticos (baixo
consumo de frutas e verduras), a doenca pulmonar obstrutiva cronica (enfisema
pulmonar e bronquite crénica), fatores genéticos (que predispdem a acdo carcinogénica
de compostos inorganicos de asbesto e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) e

histéria familiar de cancer de pulméao ©.

Embora seja conhecido que a abstinéncia ao fumo seja a forma mais
eficiente de prevencdo, a taxa de fumantes permanece elevada, especialmente entre
adolescentes . A OMS estima que um terco da populagdo mundial adulta, isto é, 1
bilhdo e 200 milhdes de pessoas (entre as quais 200 milhGes de mulheres), sejam

fumantes. Pesquisas comprovam que aproximadamente 47% de toda a populacéo
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masculina e 12% da populacdo feminina no mundo fumam. Enquanto nos paises em
desenvolvimento os fumantes constituem 48% da populagdo masculina e 7% da
populacdo feminina, nos paises desenvolvidos a participa¢do das mulheres mais do que

triplica: 42% dos homens e 24% das mulheres tém o comportamento de fumar ©.

De acordo com o Inquérito Domiciliar sobre Comportamentos de Risco
e Morbidade Referida de Doencas e Agravos Nao Transmissiveis, realizado em 2002 e
2003 pelo INCA, entre pessoas de 15 anos ou mais, residentes em 15 capitais brasileiras
e no Distrito Federal, a prevaléncia de tabagismo variou de 12,9 a 25,2% nas cidades
estudadas. Os homens apresentaram prevaléncias mais elevadas do que as mulheres em
todas as capitais. Essa pesquisa também mostrou que a concentracdo de fumantes é
maior entre as pessoas com menos de oito anos de estudo. Em relacéo a prevaléncia de
experimentacdo e uso de cigarro entre jovens, de acordo com estudo Vigilancia de
Tabagismo em Escolares (VIGESCOLA) realizado entre escolares de 12 capitais
brasileiras, nos anos de 2002-2003 a prevaléncia da experimentacdo nessas cidades
variou de 36 a 58% no sexo masculino e de 31 a 55% no sexo feminino, enquanto a
prevaléncia de escolares fumantes atuais variou de 11 a 27% no sexo masculino e 9 a

24% no feminino ©.
1.2 Fumo

O cigarro contém mais de 4500 substancias, distribuidas como fase
gasosa e fase particulada. O constituinte mais importante da fase gasosa € o nitrogénio,
numa proporcdo de 55 a 72% do total; em seguida aparecem o oxigénio com 9,2 a
14,3%; o géas carbbnico com 6,9 a 13,4% e o monoxido de carbono com 1,9 a 6,3%.

Outras 500 substancias (benzeno, amoénia, tolueno, acetaldeido, acroleina etc)
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encontram-se na fase gasosa do cigarro. A fase particulada do cigarro contém, pelo
menos, 3500 outras substancias (alcatrdo, nicotina, colesterol, fenol, &cido formico,
acido acético, chumbo, cadmio, zinco, niquel etc). O tabaco contém, ainda, substancias
radioativas tais como o radio-226 e pol6nio-210. Os fertilizantes fosfatados sdo a

principal fonte destes radioelementos ©.

A corrente principal da fumaca do cigarro é a aquela que ¢é filtrada pelo
cigarro e diretamente inalada pelo fumante, enquanto a corrente secundaria € a que sai
da extremidade do cigarro aceso e se espalha diretamente no ar ambiente. A corrente
secundaria é muito mais importante como elemento poluente do ar ambiente, por ndo
ser filtrada e, conseqlientemente, ter altas concentracdes dos materiais t0xicos gasosos e

particulados do cigarro ©.

Em 1993, Henningfield et al.® relataram que a queima de um cigarro
produz mondxido de carbono e dezenas de outros produtos toxicos responsaveis pela
alteracdo da oxigenacdo dos tecidos, além de liberar nicotina (amina terciaria volatil
capaz de estimular, deprimir ou perturbar o sistema nervoso central e todo o organismo,
dependendo da dose e da freqliéncia com que é utilizada), responsavel pela dependéncia

do tabaco.

Aproximadamente 95% da nicotina contida no fumo € absorvida desde a
mucosa da boca até os alvéolos, ocorrendo maior absorcdo na cavidade oral. A mesma
age como irritante para as vias aéreas, tanto se inalada quanto se administrada por outras
vias, desencadeando o mecanismo da tosse e broncoconstri¢cdo, servindo 0s nervos
vagos presumivelmente como via aferente. O efeito broncoconstrictor da nicotina

aumenta a resisténcia bronquial a ventilagdo pulmonar, influi diminuindo o consumo de
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O, e a atividade da enzima adenosina-trifosfatase dos macrofagos alveolares,

prejudicando a funcéo fagocitaria destes, o que predispde o individuo a infecgdes .

Em trabalho realizado por Rowell et al. ®, ratas expostas ao fumo do
tabaco apresentaram alteraces de todo o trato respiratdrio, tais como perdas e
mudancas importantes na estrutura ciliar (assimetria e alongamento), infiltrado
inflamatdrio nasal, traqueal e pulmonar, aumento na quantidade de células caliciformes

e abundante producdo de muco.

Segundo o Departamento de Saude de Servicos Humanos dos Estados
Unidos (1988), cada cigarro contém 7-9 mg de nicotina, dos quais se estima gque pouco
mais de 1 mg seja absorvido pelos pulmdes, atingindo o cérebro em dez segundos e
distribuida para todos os sistemas. A eliminagdo é feita em aproximadamente duas
horas e sua metabolizagdo ocorre principalmente no figado. Apenas 5% da nicotina sdo

excretados em sua forma original pelos rins ©,

Dados do INCA ®® mostram que no alcatrdo encontram-se elementos
carcinogénicos como: hidrocarbonetos, fendis, benzopirenos, metais pesados, pol6nio
210, nitrosaminas, DDT, entre outros. Muitos dos compostos carcinogénicos
identificados na fumaca do cigarro ndo estdo presentes na folha do tabaco, mas sdo
formados pela pir6lise induzida por meio das altas temperaturas encontradas na ponta

do cigarro aceso ©.

A complexa mistura dos varios componentes do cigarro parece agir
como carcin0genos, co-carcindgenos ou promotores de tumor. J4 € documentado que o

seu consumo esta diretamente associado ao aumento do risco de cancer de pulmao,
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laringe, cavidade oral, es6fago, orofaringe, pancreas, rins, bexiga urinaria e estbmago,
bem como doencas crénicas, como cardiopatias e doencas pulmonares. Até mesmo a
exposi¢do passiva & fumaca é capaz de aumentar o risco de cancer de pulméo e

cardiopatias %,

Alguns trabalhos demonstraram que os componentes do cigarro podem lesar o
DNA @. A mutacdo do gene p53 no cancer de pulmio pode ser atribuida mais
intensamente a acdo dos carcindgenos presentes no cigarro do que a existéncia de
mutacdes enddgenas prévias “ 2. O uso do cigarro também tem efeito promotor de
tumorigénese no trato respiratorio alto de hamsters iniciados com dietilnitriozaminas

(DEN) 49,

Sabe-se que o fumo é mais profundamente inalado e retido por mais tempo na
periferia do pulmdo, onde as células permanecem expostas principalmente a
nitrosaminas especificas do tabaco, além de hidrocarbonetos arométicos policiclicos 2.
Estes dois grupos sdo importantes carcindgenos no desenvolvimento do céncer de

pulmdo presentes no fumo 413,

1.3 Beta-caroteno e alfa-tocoferol

Segundo Olson ¥ e Hathcock “®, as vitaminas s&o compostos organicos
que variam amplamente quanto a estrutura quimica e atividade biologica, podendo
funcionar tanto como co-fatores de enzimas em diferentes rea¢des bioquimicas, quanto
como antioxidantes/oxidantes, modulando o balanco oxidativo, e até mesmo como
horménios, regulando a expressdo génica. Sendo assim, discute-se atualmente a

eficacia da ingestdo de quantidades elevadas de vitaminas para atender demandas além
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das suas func@es nutricionais, no sentido de prevencao de doengas crénicas tais como as

doencas cardiovasculares e o cancer ",

As vitaminas mais investigadas como substancias quimiopreventivas sdo
as vitaminas A incluindo os carotenoides e as vitaminas C e E. Sabe-se que, por um
lado, as vitaminas C e E e os carotendides funcionam como antioxidantes em sistemas
biolégicos ™ 9 e por outro, o processo carcinogénico é caracterizado por um estado

@9 Além disso, a fase de

oxidativo crénico, especialmente na etapa de promocao
iniciacdo estd associada com dano irreversivel no material genético da célula, muitas
vezes devido ao ataque de radicais livres Y. Desse modo, os nutrientes antioxidantes

poderiam reduzir o risco de cancer inibindo danos oxidativos no DNA #% 2229 sendo

portanto considerados como agentes potencialmente quimiopreventivos ¢4,

A vitamina A (retinol) pertence & familia de substancias denominadas
retindides, na qual se inclui o retinol e seus metabdlitos naturais (retinal e &cido
retindico), bem como um grande nimero de analogos sintéticos . A atividade
quimiopreventiva dos retindides observada tanto em modelos experimentais de
carcinogénese quanto em alguns tipos de canceres em humanos, tem sido atribuida a
acdo do &cido retindico sobre a expressdo de genes envolvidos com a diferenciacdo e
proliferagdo celulares ®®. Os carotendides, por sua vez, constituem uma familia de
mais de 600 membros ja identificados na natureza, sendo que cerca de 50 apresentam
atividade pré-vitaminica A, ou seja, podem funcionar como precursores de vitamina A
em mamiferos ®”. Destes, o beta-caroteno é o mais abundante na natureza e é

encontrado em vegetais e frutas de cor verde-escuro e amarelo-alaranjado 82829,
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O efeito protetor dos carotenodides, em especial do beta-caroteno,
demonstrado em diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo, tem sido atribuido
mais & uma acdo do préprio pigmento do que dos retindides produzidos a partir do seu

metabolismo endégeno & 303D,

A vitamina E é uma substancia lipossolivel e existente na natureza como
tocoferdis e tocotrienodis, em quatro formas diferentes (o, B,y € d), sendo o alfa-
tocoferol a forma antioxidante mais ativa e amplamente distribuida nos tecidos e no
plasma 2. A vitamina E constitui o antioxidante lipossol(vel mais efetivo encontrado
na natureza, e importante fator de protecdo contra a peroxidacéo lipidica nas membranas
celulares e na circulacdo sangtiinea 9. Os 6leos vegetais e as margarinas, além de

améndoas, amendoim e gérmen de trigo, constituem alimentos ricos em vitamina E 7.

Devido as propriedades quimicas das vitaminas C e E e dos carotendides,
substancias altamente reativas e facilmente oxidadas, podem agir como parte do sistema
de defesa antioxidante do organismo humano, quando presentes em quantidades
fisioldgicas e sob determinadas condicdes intracelulares, como por exemplo, a pressdes

parciais fisiolégicas de oxigénio @& 3%

. Ao contrario, em altas concentracdes e a
pressdes parciais de oxigénio elevadas podem funcionar como agentes oxidantes,
contribuindo para a formacéo de radicais livres ©* 39 Assim, o termo "antioxidante"
deve ser utilizado com cautela, sendo proposto por Olson ¢ o termo "moduladores

fisioldgicos™, por ser mais abrangente e incluir os efeitos adversos eventualmente

resultantes do uso abusivo dessas substancias 7).
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1.4 Fatores de protegdo ao cancer

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que pessoas que ingerem
maior quantidade de frutas e vegetais, alimentos que contém carotendides, e aquelas que
tém alto indice plasmatico de beta-caroteno, tém risco menor de desenvolver cancer de
pulmio, tanto em homens quanto em mulheres, fumantes ou ndo . Foi demonstrado
experimentalmente que o beta-caroteno pode blogquear a carcinogénese e inibir o
crescimento de células tumorais especificas. Os mecanismos propostos para tais acdes
em relacdo ao cancer de pulmao variam desde um papel antioxidante, fortalecimento de
juncbes comunicantes do tipo GAP, aumento da capacidade imunoldgica, ser precursor

do 4cido retinico e até um indutor de enzimas de detoxificacéo de carcinégenos “?.

Na década de oitenta foram iniciados estudos de suplementacéo
farmacoldgica com micronutrientes, coordenados pelo Instituto Nacional do Céancer
(NCI) dos EUA, e baseados em achados promissores de estudos epidemioldgicos e de

investigacdes em modelos animais @432,

Segundo Silva & Naves *” atualmente, quatro estudos epidemiolégicos
de intervencdo j& foram concluidos, e um estudo esta em andamento. Dentre os estudos
disponiveis, um apresentou resultado positivo, e outro, resultado nulo, sendo que nos

dois restantes, constatou-se resultados negativos.

No estudo realizado em Linxian (China )®%, a suplementagdo conjunta
de vitamina E, alfa-caroteno e selénio foi benéfica para individuos de popula¢Ges com

baixo consumo de micronutrientes e com concentragdes plasmaticas reduzidas de
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carotenoides. Assim, observou-se uma reducdo de 21% na mortalidade por cancer de

estdmago e de 9% na mortalidade total da populacdo geral.

No estudo Physicians' Health Study (PHS) “?, com 22071 médicos que
foram acompanhados por 12 anos, ndo houve diferenca significativa entre o grupo que
recebeu suplementacédo de beta-caroteno (50 mg em dias alternados) e o grupo placebo,

em relagdo a incidéncia de cancer ou mortalidade por todas as causas.

No entanto, nos dois estudos de intervencéo, o “Alpha-tocopherol, Beta-
carotene Cancer Prevention Study” (ATBC) e o “Beta-carotene and Retinol Efficacy
Trial” (CARET), que usaram altas doses de beta-caroteno em humanos fumantes,
demonstraram aumento no risco de cancer de pulmdo “* “2. O ATBC obteve um
aumento de 16% da incidéncia de cancer entre os participantes que receberam doses
suplementares de beta-caroteno por aproximadamente seis anos. J& o CARET foi
interrompido 21 meses antes do planejado devido a evidéncias de ndo-beneficios da

suplementacéo e talvez até mesmo danos aos participantes. % 4%

De uma forma geral, estes achados inesperados levaram a comunidade
cientifica a reconsiderar a relagdo entre antioxidantes e cancer, a luz da influéncia de

fatores tais como dose suplementada, fator de risco, idade dos individuos, etc 7.

Neste contexto foi proposto o estudo Suplementacdo com Vitaminas e
Minerais Antioxidantes (SUVIMAX) iniciado em 1994, na Franca “®. Trata-se de um
estudo epidemiologico prospectivo, de intervencdo, que tem como objetivo avaliar 0s
efeitos do consumo concomitante de vitaminas e minerais antioxidantes, suplementados

em doses mais fisiologicas (proximas as recomendacOes nutricionais) sobre a
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mortalidade por cancer, por um periodo de 8 anos. A populacdo do referido estudo
constitui-se de individuos ndo submetidos a fatores de risco e mais jovens que aquela
dos estudos mencionados anteriormente. O grande envolvimento dos participantes, bem
como alguns resultados preliminares indicam que esse estudo pode contribuir
efetivamente para um maior entendimento sobre a relagdo entre nutrientes antioxidantes

e o cancer “9.

Burton e Ingold ®¥ afirmaram que em tecidos submetidos & alta pressdo
parcial de oxigénio como o pulmao, o beta-caroteno é imediatamente auto-oxidado ou
age como pro-oxidante. Sugere-se, deste modo, que no pulmdo de fumantes, os
oxidantes originados da fumaca, como radicais perdxidos e 6xidos de nitrogénio,
poderiam desencadear essa auto-oxidacdo, sendo esta uma possivel explicacdo para o

aumento da incidéncia de cancer nos trabalhos anteriormente citados “* 4%,

Os resultados do estudo de Wang ® sugerem que o pulmao de fumantes,
um meio rico em radicais livres, pode alterar o metabolismo de beta-caroteno,
aumentando sua instabilidade ou sua oxidagéo. Todavia, 0s mecanismos envolvidos ndo
sdo conhecidos, existindo a hipotese de que a exposi¢do ao cigarro diminui o nivel de
antioxidantes como o alfa-tocoferol no pulmédo. Este mesmo autor demonstrou que a
oxidagéo do beta-caroteno por fumo diminuiu de 42% a 70% quando o alfa-tocoferol foi

usado concomitantemente com o beta-caroteno no experimento®"

No trabalho de Duthie e colaboradores”, a suplementagdo da dieta de
fumantes e ndo-fumantes com uma mistura de vitamina C, beta-caroteno e vitamina E
resultou em uma reducdo estatisticamente significante de danos por oxidacdo enddgena

de DNA de linfécitos. Contrariamente a esses estudos, nos estudos CARET e ATBC,
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ndo foram observados efeitos favoraveis do alfa-tocoferol a reducdo de incidéncia de
cancer de pulmé&o ou na taxa de mortalidade devida a essa doenca, assim como também
ndo obtiveram resultados estatisticamente significantes de uma interacdo entre o alfa-
tocoferol e o beta-caroteno com relacdo a diminuicdo da incidéncia de céncer de

pulmdo, contrariando os resultados do estudo de Duthie 7.
1.5 Uretana

Carbamato de etila (EOCONH;) ou uretana & um composto
potencialmente carcinogénico e forma-se naturalmente em alimentos como pdo, iogurte,
vinho, cerveja, saqué e, principalmente, em bebidas fermento-destiladas tais como
uisque, rum, vodca, grapa, cachaga e tiquira (aguardente de mandioca). Existem vérias
vias possiveis para sua formagdo nas bebidas destiladas, geralmente envolvendo a
reacdo entre o etanol e precursores nitrogenados, tais como a ureéia, fosfato de carbamila
e cianeto. Os teores maximos de carbamato de etila para bebidas alcodlicas foram
estabelecidos no Canada em 1985, pelo ’Departamento da Saude e do Bem Estar”, e

s30 seguidos até hoje “9.

E um composto genotoxico com ag&o in vitro e in vivo. Apresenta uma

ligacdo covalente a0 DNA da célula e é considerado um carcinégeno animal “*

, Capaz
de induzir a carcinogénese pelo aumento da producdo de espécimes de radicais livres e
pela depurinagdo do DNA por seus metabélitos ®®. Ao mesmo tempo, substancias

com derivados de etil carbamato, como a uretana, podem inibir ou reduzir a atividade de

enzimas reparadoras de danos ao DNA®Y:L,
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1.6 Modelo experimental

Devido a grande quantidade de variaveis de confusdo quando se estuda
epidemiologicamente os efeitos do cigarro e de outros carcindgenos no ser humano,
existem muitos modelos experimentais para tentar diminuir essas variaveis. A uretana,
um eéster etilico do &cido carbamico, é um carcindgeno amplamente utilizado em

estudos de carcinogénese quimica experimental ©* 5% 54 %9

, desenvolvendo, por
exemplo adenocarcinomas em pulméo de camundongos. Esses trabalhos utilizaram a
uretana administrando-a, tanto na forma oral como por injec6es, em doses geralmente

n&o superiores a 1mg/kg.

Em trabalho realizado por Reymio e colaboradores®™, a dose de
3mg/kg, via intraperitoneal, dividida em duas aplicagbes com um intervalo de
administragdo de 48 horas, em camundongos de 7 a 13 semanas de vida, mostraram-se
ideais para a producdo de tumor em curto espaco de tempo, sem induzir, pela
toxicidade, uma mortalidade significativa nos animais. Apds um més da injecdo de
uretana, os autores relatam ter observado hiperplasia das células de revestimento
alveolar, e com dois meses, a presen¢a de adenomas visiveis macroscopicamente como
nodulos amarelados e, com seis meses, a presenca de carcinomas. Os nodulos séo de

pneumdcitos do Tipo 11 ©7.

Foram analisados os efeitos da poluicdo atmosférica em relacdo ao
cancer de pulméo, em modelo experimental com camundongos. Esse modelo mostrou-
se muito Gtil na medida em que rapidamente o animal desenvolve o cancer, tornando
mais facil a analise das variaveis em estudo, e eliminando os outros fatores de confusdo

encontrados nos trabalhos epidemioldgicos®® 7.
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Além da contagem do numero de nddulos tumorais macroscopicos para a
comparacdo entre o grupo controle e 0 grupo exposto & poluicdo®®, também foi
possivel estudar microscopicamente as lesdes pulmonares. Umas das altera¢cBes mais
precocemente observadas nesse modelo foram as alteracbes morfolégicas detectadas
histologicamente tanto qualitativa quanto quantitativamente, com apenas dois meses de
experimento, como a alteragdo na relacdo tumor/estroma. 1sso mostra a sensibilidade e

a praticidade do modelo, permitindo ainda a analise de muitas variaveis.
1.7 Objetivos
O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

1- Auvaliar os efeitos de exposi¢édo ao cigarro em modelo experimental.
2- Avaliar a participacdo do beta—caroteno e do alfa-tocoferol no
desenvolvimento de cancer de pulmao e sua relagdo com a exposi¢ao

ao cigarro, em modelo experimental.

3- Avaliar as possiveis diferencas histologicas e morfométricas das
neoplasias desenvolvidas e a sua relagdo com o uso do beta-caroteno e

do alfa-tocoferol.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Animais utilizados

Foram utilizados camundongos machos Balb C adultos jovens (7 a 13
semanas de vida) provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Séo
José do Rio Preto. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal desta mesma

instituicao.

2.2 Exposicéo ao fumo e medida do mondxido de carbono

A exposicdo ao fumo foi realizada mediante a utilizacdo de um
compressor com fluxo continuo em um frasco contendo trés cigarros ligado a uma
camara medindo 49cm de comprimento, 38cm de largura e 40cm de altura, onde
ficavam os animais expostos a fumaca por dez minutos, duas vezes ao dia, cinco dias

por semana.

A medida do mondxido de carbono dentro da cadmara de exposicdo a
fumaca dos cigarros foi realizada nos trés minutos finais da exposicao, utilizando-se um
medidor denominado “BEDFONT EC50 — SMOKELYZERS”, gerando valores em ppm

(parte por milh&o).
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FIGURA 1: CAMARA DE EXPOSICAO A FUMACA DO CIGARRO
Compressor com fluxo continuo (A), frasco contendo trés cigarros (B) e cAmara de exposi¢do dos animais a
fumaca dos cigarros (C).

2.3 Inducgéo dos tumores e coleta do material

Nos animais dos grupos em que buscou-se a inducdo de tumores, foram
injetados 3mg/kg de uretana, a partir de uma solucdo mestra de 10g diluida em 100ml
de NaCl a 0,9% por via intraperitoneal, fracionada em duas doses de 1,5mg/kg, com um
intervalo de 48 horas entre as doses. O sacrificio foi feito por seccdo da aorta
abdominal, ap6s anestesia por inalacdo de éter. Os pulmdes foram retirados com a
traquéia e fixados por instilacdo intratraqueal de solucdo de 10% de formalina
tamponada em volume suficiente para completa expansdo pulmonar (aproximadamente

2ml) e mantidos imersos na mesma solucéo por um periodo de 24 a 48 horas.
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Os pulmdes foram entdo seccionados com navalhas, em cortes de
aproximadamente 3mm de espessura e, juntamente com os linfonodos mediastinais,

submetidos a exame histoldgico de rotina, corados com hematoxilina e eosina.

Em todos os camundongos foi realizado o exame macroscopico dos
Orgdos internos das cavidades abdominal e toracica a procura de alteracbes ou

metastases, e anélise microscopica de rins, baco, timo e figado.

Os animais que morreram no meio do experimento ndo foram repostos.
Em todos foi realizado o exame necroscopico para avaliar a causa mortis. N&o foi

achado nenhuma alteracdo macro ou microscdpica significativa.
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FIGURA 2: VISTA MACROSCOPICA DOS NODULOS PULMONARES
Nodulos visiveis macroscopicamente em pulmdes de camundongos submetidos a uretana. (A)- Grupo
3 —sb uretana e (B)- Grupo 2- uretana + cigarro.
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2.4 Analise histoldgica

Na microscopia, foi feita analise quantitativa de hiperplasias e nédulos
pulmonares (figura 3). Adotou-se 0 seguinte critério para a distingdo entre nodulo e
hiperplasia: considerava-se nodulo se o grupo de células com altera¢Ges sugestivas de
neoplasia fosse maior ou igual a &rea de cinco espagos alveolares; se menor que isso, era

considerado hiperplasia®”.

FIGURA 3: VISTA MICROSCOPICA - NODULO E HIPERPLASIA
(A) Hiperplasia pulmonar e (B) Nodulo pulmonar. 100X, Hematoxilina e Eosina.

Nos primeiros grupos foram realizados cortes seriados em trés niveis
visando contemplar a representacdo total do parénquima pulmonar, o que nao foi

mantido nos grupos seguintes devido ndo apresentar diferencas nos resultados.

2.5 Andlise morfométrica

A anélise morfométrica constitui um método objetivo de avaliacdo da

morfologia de uma lesdo. As imagens foram digitalizadas no sistema analisador de
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imagens Image-Pro®Plus version 4.5 for Windowsa software acoplado a um
microscépio Olympus modelo BX60 de pesquisa, para a mensuracao das areas e captura
das imagens. Com a ajuda de um reticulo coerente de 168 pontos e 84 linhas impressa
em transparéncia, colocado em frente a imagem da lamina no monitor do computador

(figura 5), realizou-se a técnica de contagem de pontos ©®.

FIGURA 4: ANALISADOR DE IMAGEM DIGITAL
Analisador de imagens Image-Pro°Plus version 4.5 for Windowsa software acoplado a um
microscopio Olympus modelo BX60 de pesquisa
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FIGURA 5: CONTAGEM DE PONTOS
Reticulo coerente de 168 pontos e 84 linhas impressa em transparéncia, colocado em frente a imagem da
Iamina no monitor do computador para a contagem de pontos.

Area dos nédulos

Em cada grupo, foram verificadas a medida da area dos ndédulos em
cinco animais escolhidos aleatoriamente. A medida foi realizada demarcando-se o
perimetro dos nddulos e calibrando o equipamento de acordo com o aumento utilizado
no microscopio. Foi utilizado o aumento de 100x na maioria dos nodulos, e o de 40x
nas situagdes em que 0s mesmos eram maiores que o alcance da tela. Os resultados das
areas dos nodulos foi submetida a analise estatistica, sendo divididos em: 1- maior area,
2- menor area, 3- soma das areas e 4- média das areas e submetidos aos testes de

Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney.
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Contagem dos pontos

Para o estudo, foram selecionados aleatoriamente no minimo um e no
méaximo cinco nddulos de pelo menos trés camundongos por grupo, sendo que em cada
nodulo, foram feitos em média a contagem de cinco campos diferentes no aumento de
400 vezes. Sempre que o item analisado (nucleo, citoplasma ou estroma) encontrava-se
na interseccao de duas retas do reticulo, marcava-se um ponto (P). Foram analisadas a
fracdo nuclear (Fnuc= n° de pontos no nucleo/ n° de pontos no nucleo+ n° de pontos no
citoplasma), fracdo citoplasmatica (Fcit = n° de pontos no citoplasma/ n® de pontos no
nucleo + n° de pontos no citoplasma), fracdo estromal (F est= n° de pontos no estroma/
n°® de pontos no nacleo + n° de pontos no citoplasma) e relacdo nucleo- citoplasma
(N/C= n° de pontos no nucleo / n° de pontos no citoplasma), e submetidos aos testes de

Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney.

2.6 Controle de racéo e peso

Os animais foram mantidos com racao e &gua ad libitum. A racdo com
suplementacdo de beta-caroteno e de alfa-tocoferol foi preparada em laboratério da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, realizando-se a pesagem, a mistura e a
modelagem das mesmas (figura 6), sendo entdo mantidas em estufa e entdo
armazenadas em local privado de luz para evitar a oxidacdo. A concentracdo era
especifica para cada grupo, e quando colocadas nas gaiolas, utilizou-se um suporte de
modo a que ndo a expusesse a luz. O preparo era realizado semanalmente, a fim de

preservar as propriedades da ragéo.
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FIGURA 6: PREPARO DA RACAO EM LABORATORIO
Preparo de racdo com suplementagéo de beta-caroteno.

2.7 Grupos experimentais

O experimento foi dividido em 3 partes:

PARTE 1:

Na primeira parte buscou-se avaliar os efeitos do tabagismo na evolucdo
de tumores induzidos por uretana. Para tal, os animais foram divididos aleatoriamente

nos seguintes grupos:
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GRUPO 1 (G1)- CONTROLE SO CIGARRO

Foram utilizados 23 camundongos. Os mesmos foram submetidos a
exposicdo continua durante 10 minutos a fumaca de 3 cigarros, 2 vezes ao dia, 5 vezes

por semana, por 16 semanas, com racdo e agua ad libitum..

GRUPO 2 (G2)- URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 20 camundongos, todos eles tratados com uretana e

posteriormente expostos a fumaca dos cigarros por 16 semanas.

GRUPO 3 (G3)- SO URETANA

Foram utilizados 19 camundongos tratados apenas com uretana e

mantidos em observacdo por 16 semanas.

Devido aos resultados inesperados, além desses 3 grupos, foi realizado

um estudo tipo dose resposta:

ESTUDO DOSE RESPOSTA 1:

Foram utilizados trés grupos denominados GDR-0, GDR-30 e GDR-60:
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GDR 0- SO URETANA (60 dias)

Foram utilizados 17 camundongos, todos eles tratados com uretana e

mantidos em observagédo por 8 semanas.

GDR 60 - URETANA + CIGARRO (60 dias)

Foram utilizados 17 camundongos tratados com uretana e posteriormente

expostos a fumaca dos cigarros por 8 semanas.

GDR 30 - URETANA + CIGARRO (30 dias)

Foram utilizados 15 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 4 semanas e mantidos em observacdo por mais 4 semanas,

sendo entdo sacrificados dois meses ap6s a injecdo de uretana .

ESTUDO DOSE RESPOSTA 2:

Neste estudo buscou-se aumentar o tempo de exposicao ao cigarro, sendo
utilizados os resultados dos grupos G2 (uretana + cigarro por 4 meses), G3 (S0 uretana
por 4 meses) e criado mais um grupo de animais denominado “GDR2,5”, perfazendo

um experimento de dose-resposta com intervalo maior.
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GDR 2,5

Foram utilizados 9 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 8 semanas e mantidos em observacdo por mais 8 semanas,

sendo entdo sacrificados quatro meses apds a inje¢do de uretana .

PARTE 2:

Com o objetivo de avaliar a participacdo do beta—caroteno no
desenvolvimento do cancer de pulmdo induzido por uretana e sua relagdo com a
exposicdo ao cigarro, nesta parte do trabalho os animais foram divididos aleatoriamente

da seguinte forma:

GRUPO 4 (G4)- BETA CAROTENO 0,25% + URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 15 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 16 semanas e mantidos com racdo preparada (0,25% de beta-

caroteno) e controle de consumo.
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GRUPO 5 (G5)- BETA CAROTENO 0,05% + URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 8 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 16 semanas e mantidos com racdo preparada (0,05% de beta-

caroteno) e controle de consumo.

GRUPO 6 (G6)- BETA CAROTENO 0,005% + URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 8 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 16 semanas e mantidos com racdo preparada (0,005% de beta-

caroteno) e controle de consumo.

GRUPO 8 (G8)- BETA CAROTENO 0,25% + URETANA

Foram utilizados 9 camundongos tratados com uretana, racao preparada
com 0,25% de beta-caroteno com controle de consumo e mantidos em observagdo por

16 semanas, sendo entdo sacrificados e realizados os procedimentos de rotina.

PARTE 3:

Nesta parte do trabalho buscou-se avaliar a participacdo do alfa-tocoferol
associado ao beta—caroteno no desenvolvimento do céncer de pulméo induzido por

uretana e sua relacdo com a exposicdo ao cigarro.  Para tal, foi padronizada a

Tese de Doutorado — FAMERP — 2006.



SAAD, PCB. Efeitos da associagdo do beta-caroteno, alfa-tocoferol e do fumo no cancer de pulméo. 28

concentracdo de 0,25% de beta-caroteno devido os resultados apresentarem um maior
nimero de nédulos comparado as outras doses (0,05% e 0,005%). Os animais foram

divididos aleatoriamente da seguinte forma:

GRUPO 7 (G7)- ALFA TOCOFEROL 0,25% + BETA CAROTENO 0,25% +

URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 9 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 16 semanas e mantidos com ragdo preparada (0,25% de alfa-

tocoferol e 0,25% de beta-caroteno) com controle de consumo.

GRUPO 10 (G10)- ALFA TOCOFEROL 0,05% + BETA CAROTENO 0,25% +

URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 12 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 16 semanas e mantidos com ragéo preparada (0,05% de alfa-

tocoferol e 0,25% de beta-caroteno) com controle de consumo.
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GRUPO 11 (G11)- ALFA TOCOFEROL 0,005% + BETA CAROTENO 0,25% +

URETANA + CIGARRO

Foram utilizados 9 camundongos tratados com uretana, expostos a
fumaca dos cigarros por 16 semanas e mantidos com racdo preparada (0,005% de alfa-

tocoferol e 0,25% de beta-caroteno) com controle de consumo.

2.8 Andlise estatistica

A analise foi feita com emprego dos testes ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis com procedimento de comparacdo multipla, e o teste de Mann Withney para a
analise morfometrica. Os resultados estdo apresentados com a mediana, amplitude

interquartilica (aiq = 3°quartil — 1°quartil), média e desvio padréo.
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3 RESULTADOS

Em todos os grupos avaliados, foram colhidos o peso semanal de cada

grupo e o peso de cada camundongo antes do sacrificio.

A média de peso mensal e o ndmero de animais dos grupos

experimentais encontram-se no Anexo |, e a evolucdo do peso semanalmente esta

representada na figura 7.
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GRUPO 1 (G1)- controle s6 cigarro

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 6 (G6)- beta caroteno 0,005% + uretana + cigarro

GRUPO 8 (G8)- beta caroteno 0,25% + uretana

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

FIGURA 7: EVOLUCAO DO PESO
Evolucdo semanal do peso médio dos camundongos dos grupos experimentais. Valores em gramas (g).
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A quantidade meédia de racdo com suplemento de beta-caroteno e alfa-
tocoferol ingerida pelos animais dos grupos G4, G5, G6, G7, G8, G10 e G11 foi
monitorada diariamente e os dados encontram-se no Anexo Ill. A figura 8 mostra a

evolugédo semanal deste consumo.

Evolug&o do consumo médio diario de ragao por
camundongo

O R, NWP,MOITO N
|

T T T T T T T T T T T T T T T +Glo
1 23 456 78 91011 121314116 4 cni1

Consumo médio diario
de racdo (em gramas)

Tempo apos inicio do experimento (em semanas)

GRUPO 1 (G1)- controle s6 cigarro

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 6 (G6)- beta caroteno 0,005% + uretana + cigarro

GRUPO 8 (G8)- beta caroteno 0,25% + uretana

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

FIGURA 8: CONSUMO DE RACAO
Evolucéo diaria do consumo de ragdo dos camundongos. Valores em gramas (g)

A medida de CO em ppm foi semelhante nos grupos G1, G2 e G4 com
concentracdo média de 556,00 ppm nos trés Gltimos minutos de exposi¢do ao fumo,
optando-se entdo por ndo realizar mais essa medida nos demais grupos experimentais.

Os valores de CO estdo expressos no Anexo Il.
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No exame microscopico dos 6rgdos internos das cavidades abdominal e
torécica, apenas um camundongo do grupo 3 (sé uretana) apresentou uma metastase em
linfonodo pulmonar e um camundongo do grupo 2 (cigarro + uretana) apresentou
pielonefrite crénica nos rins. No restante dos animais ndo se observou nenhuma

metastase ou outra alteracdo em érgdos além dos pulmdes.

3.1 Anélise histoldgica

3.1.1 Contagem de nddulos e hiperplasias

No grupo G1 (sé cigarro), foi achado apenas um noédulo pulmonar em

apenas um camundongo e trés animais com uma hiperplasia cada.

O numero de hiperplasias e nddulos observados na microscopia estéo
apresentados no Anexo IV. Para ndo perder nenhuma leséo, foram realizados trés niveis
de cortes histoldgicos de cada pulmdo. Entretanto, observou-se que pelo pequeno
tamanho e espessura dos pulmdes, o niumero de lesdes presentes em cada nivel ndo se

modificou.

As tabelas 1 e 2 mostram respectivamente os valores referentes a
quantificacdo de nodulos e hiperplasias dos grupos estudados. As significancias sao
mostradas pelas letras, onde grupos com a mesma letra apresentam 0 mesmo

comportamento estatistico.
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TABELA 1: NUMERO DE NODULOS
Dados obtidos da contagem microscopica do numero de nédulos pulmonares
nos animais dos grupos experimentais

- - significancia

grupo n média mediana dp aig- estatisticax*
gl 23 0,043 0 0 0 a
g2 20 51 5 2,59 3,75 b
g3 19 6,89 7 2,54 2 c
g4 15 3,8 4 24 3 b
g5 8 15 1 1,31 2,75 b
g6 8 15 1 1,31 2,75 b
g8 9 3,22 1 3,87 6 bc
g7 9 2 2 15 2 b
g10 12 3,17 2,5 2,69 3 b
gll 9 4,22 4 4,02 6,5 bc

*aiq = amplitude interquartilica (3°quartil — 1°quartil) - valor-p<0,0005
**Grupos com a mesma letra apresentam o mesmo comportamento estatistico
***N0mero de animais

**** Desvio padrao

GRUPO 1 (G1)- controle s6 cigarro

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (Gb)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 6 (G6)- beta caroteno 0,005% + uretana + cigarro

GRUPO 8 (G8)- beta caroteno 0,25% + uretana

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
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TABELA 2: NUMERO DE HIPERPLASIAS
Dados obtidos da contagem microscopica do numero de hiperplasias
pulmonares nos animais dos grupos experimentais

- - significancia

grupo n meédia mediana dp aig* estatistica**
gl 23 0,13 0 - 0 a
g2 20 0,8 1 0,77 1 b
g3 19 1,63 1 1,71 1 b
g4 15 0,33 0 0,72 0 a
g5 8 1,25 0 0,35 0 a
g6 8 0,25 0 0,46 0,75 a
g8 9 0,56 0 0,73 1 a
g7 9 0,44 0 0,73 1 a
g10 12 1 1 0,85 2 b
gll 9 0,56 0 1,01 1 b

*aiq = amplitude interquartilica (3°quartil — 1°quartil) - valor-p<0,0005
**Grupos com a mesma letra apresentam o mesmo comportamento estatistico
***NUmero de animais

**** Desvio padrao

GRUPO 1 (G1)- controle s6 cigarro

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s0 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 6 (G6)- beta caroteno 0,005% + uretana + cigarro

GRUPO 8 (G8)- beta caroteno 0,25% + uretana

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

As figuras 9 e 10 ilustram os resultados da andlise histolégica quanto ao

namero de nodulos e hiperplasias de todos 0s grupos experimentais.
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FIGURA 9: NUMERO DE NODULOS

Representacdo gréafica do tipo “box-plot”. Contagem microscépica do nimero de
noédulos por grupo.
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FIGURA 10: NUMERO DE HIPERPLASIAS

Representacdo gréafica do tipo “box-plot”. Contagem microscépica do nimero de
hiperplasias por grupo.
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A andlise estatistica entre 0s grupos mostrou que:

No grupo 2 (uretana+cigarro) o nimero de nodulos foi estatisticamente menor
(p=0,03), quando comparado com o grupo 3 (s6 uretana). Em relacdo ao nimero
de hiperplasias, também foi aplicado o teste estatistico, mas ndo houve diferenca
significativa.

O grupo com dieta de Beta-caroteno a 0,25% mais uretana sem ser exposto a
fumaca do cigarro (G8) ndo tem diferenca significativa quanto ao nimero de
nodulos comparado com o grupo que recebeu a mesma concentracao de beta-
caroteno e uretana e que foi exposto a fumaca do cigarro(G4), porém o numero
de hiperplasias com a presenca do cigarro (G4) diminuiu (p=0,045).

Os grupos G5 e G6 com dietas inferiores de Beta-caroteno (concentracfes de
0,05 e 0,005% respectivamente) se mostraram estatisticamente iguais, porém
apresentaram diferenca significativa (p=0,004) com menor nimero de nédulos
quando comparados ao grupo com concentracdo de 0,25% (G4). O nUmero de
hiperplasias ndo apresentou diferenca significativa entre estes grupos.

Os animais que receberam dieta com suplementacdo de Beta-caroteno em
concentracdo de 0,25% associada a uretana sem a exposi¢do do cigarro (grupo
G8) apresentaram diminuicdo significativa do nimero de nédulos (p=0,013) e
hiperplasias (p=0,05) quando comparados aos animais do grupo que recebeu 0
mesmo tratamento porém sem o suplemento de Beta-caroteno (grupo G3 — sé
uretana).

Os animais que receberam dieta com suplementacdo de Beta-caroteno em
concentracdo de 0,05% e foram expostos ao cigarro (grupo G5) apresentaram

diminuicdo significativa do ndmero de ndédulos (p<0,001) e hiperplasias
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(p<0,026) quando comparados aos animais do grupo que recebeu o mesmo
tratamento porém sem o suplemento de Beta-caroteno (grupo G2 — uretana +
cigarro), porém o grupo G4 que recebeu a dieta com suplementacdo de Beta-
caroteno em concentracdo de 0,25% e foi exposto a fumaca do cigarro nédo
mostrou-se estatisticamente diferente do grupo G2.

Os animais dos grupos G5 e G6 que receberam dieta com menores
concentracfes de Beta-caroteno (0,05 e 0,005% respectivamente) séo
semelhantes quanto ao numero de nodulos e ambos apresentaram uma
diminuicao significativa quando comparados ao grupo G2 que recebeu 0 mesmo
tratamento porém sem a dieta suplementar de Beta-caroteno (p<0,001). Quanto
ao numero de hiperplasias, os grupos G6 (Beta-caroteno em concentracdo de
0,005%) e G2 (uretana + cigarro) ndo apresentaram diferenca significativa.

As trés doses de alfa-tocoferol (0,25, 0,05 e 0,005%) n&o apresentaram
diferengas entre si, tanto para ndédulos quanto para hiperplasias (G7,G10 e G11).
O grupo G10 (Alfa-tocoferol 0,05% + Beta-caroteno 0,25% + cigarro + uretana)
apresentou-se com menor nimero de hiperplasias quando comparado ao grupo
com 0 mesmo tratamento exceto quanto ao Alfa-tocoferol (G4 - Beta-caroteno
0,25% + cigarro + uretana ) (p=0,014); porém ndo apresentou diferenca
significativa quanto ao nimero de nodulos.

O mesmo grupo G10 apresentou menor nimero de nédulos comparado ao grupo
G2 (cigarro + uretana) e que recebeu dieta sem suplemento de Beta-caroteno e
de Alfa-tocoferol; porém os dois grupos sdao semelhante quanto ao nimero de

hiperplasias.
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ESTUDO DOSE RESPOSTA 1:

Os dados relativos aos grupos GDRO, GDR-30 e GDR60 observados na
microscopia quanto ao numero de hiperplasias e noédulos estdo apresentados no Anexo

V.

A anélise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre o nimero

de nddulos ou de hiperplasias (valor p=0,782 e 0,083, respectivamente).

A figura 11 mostra a média do numero de nddulos e hiperplasias

verificados nos animais dos grupos GDR-0, GDR-30 e GDR-60.

GDR -0 | GDR-30 | GDR - 60

O NODULOS 1,35 0,86 1,06
7] HIPERPLASIAS 0,35 0,07 0,53

GRUPO GDR 0 - s6 uretana (60 dias)
GRUPO GDR 30 — uretana + cigarro (30 dias)
GRUPO GDR 60 - uretana + cigarro (60 dias)

FIGURA 11: NODULOS E HIPERPLASIAS — ESTUDO DOSE-RESPOSTA 1
Média do nimero de nddulos e hiperplasias verificados nos animais dos grupos GDR-0, GDR-30 e
GDR-60.

Como os camundongos ficaram sob exposicao ao cigarro apenas por dois
meses, optou-se por aumentar o periodo de estudo, pois as lesdes pulmonares nesse

modelo aumentam com o tempo ©7).
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ESTUDO DOSE RESPOSTA 2:

Os dados relativos aos grupos G2, GDR2,5 e G3 observados na
microscopia quanto ao namero de hiperplasias e noédulos estdo apresentados no Anexo

V.

O grupo G2,5 mostrou 0 mesmo comportamento que o grupo 2 (uretana
e cigarro), sendo estatisticamente diferente do grupo s6 de uretana (G3) quanto ao
namero de nodulos (p=0,016), porém ndo ha evidéncia de diferenca significante quanto

ao tempo de exposicédo ao cigarro.

As figuras 12 e 13 ilustram os resultados da analise histolégica quanto ao

namero de nodulos e hiperplasias verificados nos animais dos grupos G2, GDR2,5 e

G3.

8 _

6 |

4

2 i

0 G2 G2,5 G3
@ NODULOS 54 4,11 7,3
m HIPERPLASIAS 0,9 0,89 1,6

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro (120 dias)
GRUPO GDR 2,5 — uretana + cigarro (60 dias) + observacéo (60 dias)
GRUPO 3 (G3)- s6 uretana (120 dias)

FIGURA 12: NODULOS E HIPERPLASIAS - ESTUDO DOSE-RESPOSTA 2
Média do nimero de nédulos e hiperplasias verificados nos animais dos grupos G2, GDR-25e G3. (p =
0,016 para nddulos). N&o hé evidéncia de diferenga significante quanto ao tempo de exposicéo ao cigarro.
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FIGURA 13: NODULOS E HIPERPLASIAS - ESTUDO DOSE-RESPOSTA 2
Representacdo grafica do tipo “box-plot”. Contagem microscdpica da soma de nddulos e hiperplasias
dos grupos G2, G2,5 e G3.

A anélise estatistica nos dois estudos dose-resposta mostrou que:

O estudo dose-resposta 1 (grupos GDR-0, GDR-30 e GDR-60) ndo mostrou
diferenga significativa entre o nimero de nddulos ou de hiperplasias (valor
p=0,782 e 0,083, respectivamente).

O estudo dose-resposta 2 (grupos G2, G2,5 e G3) mostrou que o grupo G2,5e 0
grupo G2 (uretana e cigarro) apresentaram 0 mesmos comportamento estatistico,
sendo ambos estatisticamente diferentes do grupo s6 de uretana (G3) quanto ao
namero de nodulos (p=0,016), porém ndo ha evidéncia de diferenca significante

quanto ao tempo de exposi¢ao ao cigarro.
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3.2 Analise morfométrica

3.2.1 Area dos nédulos

Os resultados das areas dos nédulos foi submetida a analise estatistica,
divididos em: 1- maior area, 2- menor area, 3- soma das areas e 4- média das areas
em cinco animais dos grupos G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, G10 e G11. Os valores

individuais sdo apresentados no Anexo V.

A tabela 3 mostra os valores referentes as areas dos ndédulos dos grupos

estudados.
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TABELA 3 - AREA DOS NODULOS PULMONARES

Valores em um? relativos a menor &rea, maior area, média das areas e soma das 4reas.

astthmetidnsg a anAlise estatistica

42

Menor area Maior area Média areas Soma areas
grupo **N
mediana  *aiq mediana *aiq mediana *aiq mediana *aiq
g2 5 42779 57778 353007 371723 147229 165553 444776 778080
g3 5 57351 112141 663076 772992 333495 233699 1427045 1332040
g4 5 96522 113580 1219692 8483844 456993 3067365 2284963 8074457
g5 5 83579 39224 381808 2446552 255384 911772 766152 2903051
g6 5 65226 121963 716616 1657860 369622 784805 1589722 1708790
g8 5 154864 238342 557275 4011184 424374 1168139 812017 7910857
a7 5 158838 347457 510514 478119 334676 424407 916165 893579
910 5 131968 125583 721652 453718 418859 225198 1675436 1475721
911 5 98009 295531 623039 1208330 369880 682119 1849400 3480457

*aiq = amplitude interquartilica (3°quartil — 1°quartil)
**N = Numero de animais

GRUPO 1 (G1)- controle s6 cigarro

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 6 (G6)- heta caroteno 0,005% + uretana + cigarro

GRUPO 8 (G8)- beta caroteno 0,25% + uretana

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

As figuras 14, 15, 16 e 17 ilustram os resultados da &rea dos nodulos dos

grupos estudados.
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FIGURA 14: MENOR AREA

Representacao grafica do tipo “box-plot”.

O grupo G2 (uretana + cigarro) mostrou-se menor que G4 (beta-caroteno 0,25% + uretana + cigarro)
(p=0,03) e G8 (beta-caroteno 0,25% + uretana ) (p=0,047).
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FIGURA 15: MAIOR AREA

Representacao gréfica do tipo “box-plot”.

O grupo G2 (uretana + cigarro) mostrou-se menor que G4 (beta-caroteno 0,25% + uretana +
cigarro) (p=0,03).
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FIGURA 16: MEDIA DAS AREAS
Representacéo grafica do tipo “box-plot”.
Os grupos G4 (beta-caroteno 0,25% + uretana + cigarro) e G8 (beta-caroteno 0,25% + uretana)
apresentaram maior média das areas que G2 (uretana + cigarro) e G3 (s6 uretana) (p=0,028).
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FIGURA 17: SOMA DAS AREAS

Representacdo gréfica do tipo “box-plot”.

O grupo G2 (uretana + cigarro) apresentou a soma das areas menor que os grupos G4 (beta-
caroteno 0,25% + uretana + cigarro) (p=0,018) e G3 (s6 uretana) (p=0,047).
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A andlise estatistica das areas dos nddulos mostrou que:
Houve diferenca estatisticamente significante na soma da area de tumor, tendo
se mostrado significativamente maior (p=0,047) a soma das areas dos nodulos
dos animais do grupo G3 (s6 uretana) em relacdo ao grupo G2 (uretana e
cigarro).
O grupo com dieta de Beta-caroteno a 0,25% mais uretana sem ser exposto a
fumaca do cigarro (G8) ndo tem diferenca significativa comparado com o grupo
que recebeu a mesma concentracdo de beta-caroteno e uretana e que foi exposto
a fumaca do cigarro(G4), porém apresentam maiores médias de area
comparados aos grupos G2 e G3 (uretana com e sem cigarro respectivamente).
(p=0,028).
Ha evidéncia de que a dieta com Beta-caroteno a 0,25% aumente a area dos
nodulos. O grupo com dieta de Beta-caroteno a 0,25% mais uretana e cigarro
(G4) mostrou-se maior que 0 grupo com uretana e cigarro sem a dieta de Beta-
caroteno (G2) quanto a média, soma, menor e maior area (p=0,006; p=0,018;
p=0,03 e p=0,03 respectivamente).
O grupo com dieta de Beta-caroteno a 0,25% mais uretana sem ser exposto a
fumaca do cigarro (G8) mostrou-se maior que 0 grupo com uretana e cigarro

sem a dieta de Beta-caroteno (G2) quanto & menor area (p=0,047).
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3.2.2 Contagem de pontos

A tabela 4, e a figura 18 mostram a fracdo nuclear (F.nuc), fracdo
estromal (F.est), fracdo citoplasmatica (F.cit) e a relacdo nucleo- citoplasma (N/C)). Os
dados foram analisados e submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney.
As significancias sdo mostradas pelas letras, onde grupos com a mesma letra

apresentam 0 mesmo comportamento estatistico.

TABELA 4 - MORFOMETRIA - CONTAGEM DOS PONTOS
Dados obtidos para a morfometria pela técnica de contagem de pontos - fragdo
nuclear (Fnuc), fracdo estromal (F.est) e a relagdo nucleo- citoplasma (N/C).

relagdo nucleo-

frag&o nuclear fracdo estromal

grupo - citoplasma
0 mediana aiq* mediana aiq* mediana  aig*  Significancia
estatistica**
g2 5 0,55 0,13 1,20 0,62 0,10 0,04
g3 5 0,57 0,03 1,34 0,17 0,04 0,03 b
g4 5 0,49 0,06 0,99 0,27 0,05 0,05 b
g5 3 0,51 0,10 1,11 0,38 0,33 0,31 ac
g7 3 0,58 0,17 1,42 1,41 0,38 0,09 c
gl0 5 0,51 0,14 1,07 0,64 0,06 0,08 ab
valor-p 0,061 0,075 0,011

*aiq = amplitude interquartilica (3°quartil — 1°quartil)
** Grupos com a mesma letra apresentam 0 mesmo comportamento estatistico.
*** n = nimero de animais

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s0 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (Gb)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
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GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

FIGURA 18: MORFOMETRIA - CONTAGEM DE PONTOS

Representacéo grafica do tipo “box-plot”. Valores relativos a contagem de pontos. (A) - fragdo nuclear (Fnuc), (B) -
fracéo citoplasmatica (Fcit), (C) - fragdo estromal (F.est) e (D) - relagdo nucleo- citoplasma (N/C). A fracdo estromal
dos grupos G3 e G4 foram menores que 0s grupos G2, G5 e G7 (p=0,011), e a do grupo G7 foi maior que os grupos G2
e G10 (p=0,011). A fracdo nuclear do grupo G5 foi menor que o grupo G7 (p=0,04).
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A andlise estatistica da contagem de pontos mostrou que:

A fracdo estromal dos grupos G3 (s6 uretana) e G4 ( beta caroteno 0,25% +
uretana + cigarro) apresentaram 0 mesmo comportamento estatistico, porém
foram menores que os grupos G2 (uretana e cigarro), G5 (beta caroteno 0,05 +
uretana + cigarro) e G7 (alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana +
cigarro) (p=0,011).

Nos grupos com dieta de Alfa tocoferol, a fragdo estromal mostrou-se
significativamente menor no grupo G10 (alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno
0,25% + uretana + cigarro) comparada ao do grupo G7 (alfa tocoferol 0,25% +
beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro) (p=0,011)

O grupo G7 (alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro)
também mostrou-se com a fracdo estromal maior que o grupo G2 (uretana +
cigarro). (p=0,011).

Fracdo nuclear foi menor no grupo G5 (Beta-caroteno 0,05% + cigarro +
uretana) quando comparada com o grupo G7 (Alfa-tocoferol 0,25% + Beta-

caroteno 0,25% + cigarro + uretana) (p=0,040).
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4 DISCUSSAO

Vaérias hipdteses tém sido levantadas na tentativa de explicar os efeitos
negativos da suplementacdo com beta-caroteno (isolado ou associado a vitamina E), no
estudo ATBC, bem como do carotendide administrado em conjunto com a vitamina A,

no estudo CARET, na prevencéo priméria de cancer .

Discute-se que os individuos, ao inicio dos estudos ATBC e CARET,
estavam com idade "avangada" e apresentavam histéria de exposicdo prolongada a
fumaca do tabaco ou ao asbesto, provavelmente se encontrando em fase adiantada do
processo de promocdo da carcinogénese®. Desse modo, o beta-caroteno poderia estar
sendo administrado tardiamente no processo, uma vez que 0 carotendide parece ser
efetivo quando suplementado antes ou durante o0s estagios iniciais da carcinogénese
(60. 5D Além disso, quando administrado em excesso ou em quantidades bem acima
daquelas normalmente ingeridas pelas popula¢fes saudaveis, essa substancia pode agir
como pro-oxidante, ocasionando efeitos toxicos, inclusive potencializando o estado
oxidativo cronico presente nos pulmées de tabagistas inveterados®® **. Vale acrescentar
que nesses estudos, as doses administradas do carotendide representavam no minimo

dez vezes o consumo habitual dos individuos estudados®”.

No presente estudo, avaliou-se os efeitos da associagéo do beta-caroteno,
alfa-tocoferol e do fumo ap6s a administracdo de uretana, ou seja, 0s animais receberam
a uretana e, somente a partir deste ponto, é que foram realizados os protocolos desta
associacdo, de acordo com cada grupo em questdo. Tal fato se torna importante de ser
enfatizado, visto que o processo de carcinogénese ja se encontrava em andamento,

dificultando a acao preventiva destas substancias contra o cancer de pulméo.
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Em vaérios relatos de estudos epidemioldgicos observacionais e de
estudos em modelos animais, indica-se que o0 beta-caroteno pode exercer efeito protetor
contra o0 cancer, em populacbes saudaveis, e em combinacdo com substancias
antioxidantes, se ingerido em quantidades mais fisioldgicas, conforme encontrado em
uma dieta rica em frutas e hortalicas®?. Esse fato foi confirmado em nosso
experimento, visto que as doses menores de beta-caroteno apresentaram melhores

resultados quanto sua acao antitumoral.

Outro fator importante é que a acdo protetora do beta-caroteno em
combinagdo com outras substancias, dentre elas o alfa-tocoferol, torna-se mais efetiva,
pois esses nutrientes podem interagir no ambiente celular e potencializar a defesa
antioxidante®® resultando, por exemplo, em proteco contra dano oxidativo no DNA®:
22.29- Além disso, a agdo sinérgica destas substancias antioxidantes na quimioprevencao
de cancer ja foi demonstrada em modelo in vivo de carcinogénese®?. Tal associacido
também foi realizada em nosso experimento, gerando resultados que condizem com

estas afirmacoes.
4.1 Efeito do cigarro na evolucdo dos tumores induzidos por uretana

Nenhuma outra medida teria tanto impacto na reducdo da incidéncia do
cancer como a eliminacgéo total do tabagismo. Tal fato geraria prevencdo de 54% do

cancer de esdfago, de 71% do cancer de pulméo e de 86% do cancer de laringe®.

A analise dos resultados da primeira parte do trabalho - maior numero de

nodulos encontrados na microscopia, menor fragdo estromal e maior soma da area de
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tumor do grupo G3 (s6 uretana) comparadas ao grupo G2 (uretana+cigarro) - atribuiram

ao cigarro um fator protetor na evolucéo de tumores induzidos por uretana.

Devido a estes resultados inesperados, pois 0 mais provavel seria que o
cigarro atuasse como um agente potencializador no processo de carcinogénese causado
pela uretana, verificou-se a possibilidade de erros no experimento, desde o material e
métodos utilizados, até a analise das laminas. Além da possibilidade de que esse
resultado poderia ter sido obtido por falha na contagem microscépica dos nodulos,
solucionada com os cortes seriados, também poderia ter ocorrido troca das caixas dos
camundongos no momento do sacrificio. Tal hipotese foi descartada, pois no grupo G2
(uretana+cigarro) observou-se alteracdes pulmonares histologicas como macrofagos
com pigmento acastanhado, confirmando a inalacéo de cigarro, o que ndo foi observado
nos pulmdes do outro grupo. N&o havia em nenhum dos grupos inflamacdo pulmonar,
apenas reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho secundaria a inalacdo de serragem,
presentes em todos os grupos. Em relagdo a uretana, como foi aplicada no mesmo dia
em ambos os grupos, descartou-se a possibilidade de diferencas quanto a concentragédo

ou qualidade do carcindgeno ou perda do efeito farmacologico por sensibilidade a luz.

Como nao foram encontradas falhas metodoldgicas, decidiu-se entdo avaliar
se 0 cigarro realmente protege ou retarda o cancer de pulméo nesse modelo, talvez por
uma interacdo com a uretana. Para isso, iniciou-se um estudo tipo dose-resposta com
grupos formados por camundongos induzidos por uretana e expostos a diferentes
periodos com fumaca de cigarro (0, 30, e 60 dias), e sacrificados apds dois meses. Com

iSS0, esperar-se-ia que, se o cigarro realmente se comportasse como um fator protetor do
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cancer de pulméo causado por uretana, a medida que os grupos ficassem mais expostos

a fumaca de cigarro apresentariam uma quantidade menor de nodulos.

A analise desses grupos ndo mostrou diferenca estatistica entre o nimero de
nodulos ou de hiperplasia, apenas uma aparente tendéncia ao grupo GDRO ter mais
nodulos do que o GDR60. Como os camundongos ficaram sob exposicdo apenas por
dois meses, aumentou-se o periodo de estudo, pois as lesbes pulmonares nesse modelo

aumentam com o tempo®”

. Iniciou-se entdo outro estudo dose-resposta, com mais um
grupo de animais com uretana, por 4 meses, com exposi¢cdo de 2 meses ao cigarro
(“GDR2,5”), para termos no final um grupo de uretana sem exposi¢do ao cigarro
(*G3”), um com 4 meses de exposicao (“G2”), e este novo, intermediario, perfazendo
um experimento de dose-resposta com intervalo maior. Entretanto, verificou-se o
mesmo comportamento nos grupo G2 (uretana e cigarro) e GDR2,5, ambos

estatisticamente diferentes do grupo s6 de uretana (G3) quanto ao nimero de nddulos,

porém sem demonstrar uma curva do tipo dose-resposta.

Algum outro fator desconhecido pode ter interferido em nossos
resultados e também ter interagido com o beta-caroteno e o alfa-tocoferol. Embora se
discuta o efeito inibidor do cigarro em alguns tipos de doengas como Chron e
Leiomiomas uterinos, a associa¢do do fumo passivo com o cancer de pulméo esta mais

do que estabelecida® 5 9 11 66:67),

Vaérios fatores podem ter interferido, desde a alta concentracdo do
mondxido de carbono (CO) encontrada nas nossas camaras de fumo durante o
experimento (cerca de 500 ppm) a possibilidade de acdo inibitéria secundaria a hipoxia

tecidual.
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Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente, o limite de tolerancia
ao CO é de até nove partes por milhdo, sendo que valores de 15, 30, 40 e 50 ppm

indicam Niveis de Atencdo, Alerta, Emergéncia e Critico respectivamente®®.

A queima de um cigarro produz mondxido de carbono e dezenas de
outros produtos toxicos responsaveis pela alteracdo da oxigenacdo dos tecidos, além de
liberar nicotina®, gerando broncoconstricdo e conseqiiente aumento da resisténcia a
ventilacdo pulmonar, diminuindo assim o consumo de O, e a atividade da enzima
adenosina-trifosfatase dos macréfagos alveolares'”.  Sabe-se que a hipdxia é um
inibidor do crescimento neoplasico®, embora segundo alguns autores ela também

possa estimular o desenvolvimento de metastases!’?.

Outra possibilidade seria a de agdo competitiva da uretana com o cigarro
no mesmo local ao nivel do DNA. Sabe-se que a uretana € um composto genotoxico,
com ligacdo covalente ao DNA da célula®, capaz de induzir a carcinogénese pelo
aumento da producgdo de espécimes de radicais livres e pela depurinagdo do DNA por
seus metabdlitos®®, além de inibir ou reduzir a atividade de enzimas reparadoras de

danos ao DNA®Y,

O estudo da expresséo génica e da agdo de antioxidantes, resposta imune
e citocinas tem sido realizado, inclusive em modelos experimentais semelhantes"™.
Entretanto, ndo foram encontrados relatos na literatura que pudesse corroborar alguma

dessas hipdteses ligadas ao CO e ao cigarro.

A inibicdo dos tumores induzidos pela uretana também pode ser

atribuida ao estresse, conforme relatado por Stinn e colaboradorest’?, onde ratos
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tratados com uretana apresentaram uma diminuicdo de 25% quando submetidos a
limitacdo de alimento e do fumo. Os autores sugerem uma inibicdo induzida pelo
estresse na evolugdo dos tumores de pulmdo neste modelo, acompanhada por um
aumento da corticosterona circulante. No nosso trabalho, durante a exposicdo dos
animais a fumaca do cigarro, podemos supor que a alta concentracdo de CO, observada
pela agitacdo dos animais na tentativa de proteger os olhos com as patas dianteiras,
mantendo-se agrupados nos cantos da camara de fumo, além de outros fatores como a
manipulacdo e o ruido, poderiam ter provocado estresse que justifique a atribuicdo dada
ao cigarro como um fator protetor na evolugcdo de tumores induzidos por uretana.
Entretanto, este € um dos primeiros trabalhos encontrados na literatura mostrando essa
relagdo do estresse, fumo e cancer. Existem inUmeros trabalhos experimentais com
cigarro que ndo obtiveram resultados semelhantes. Seria necessario maiores estudos

avaliando essa possibilidade.

A teoria da hormese:

Hormese foi definida como um relacionamento de dose-resposta em que
h& uma ativacdo bioldgica em doses baixas mas uma inibicdo em doses elevadas, ou
vice-versa, tendo por resultado uma curva em forma de U, J ou uma dose-resposta em
forma de U invertida , ou seja, uma resposta bifasica da dose-resposta em que um

produto quimico exerce efeito oposto dependendo da dose'™.

Os efeitos da Hormese foram estudados por mais de duas décadas e
muitos elementos toxicos mostraram beneficios com exposicdo em baixas
(73)

concentragfes.  Segundo Fukushima'”, muitos agentes parecem estimular o

metabolismo em concentragBes baixas mas inibir em doses mais elevados. Esta idéia
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forneceu uma explanacédo toxicoldgica para o desenvolvimento de idéias homeopaticas,
sendo entdo associada como modalidade de prevencdo terapéutica. Os efeitos
Horméticos foram observados nos niveis de exposi¢cdo baixos baseados no teste padrao
da dose-resposta, indicando que pode realmente haver um risco reduzido de efeitos

toxicos nos niveis de exposi¢do baixos.

Segundo Calabrese & Blain'"®, este efeito pode ser relacionado com uma
base de dados com critérios evolutivos para (1) identificar casos provaveis de hormese
com a intencdo de avaliar as caracteristicas quantitativas da resposta de dose hormética;
(2) para avaliar a hipotese hormética de acordo com o modelo, o “ponto final” e a
natureza bioldgica do produto quimico e dos agentes fisicos que induzem respostas
hormeéticas; (3) para avaliar 0s aspectos historicos da pesquisa toxicologica e as varias
caracteristicas da resposta de dose hormética; (4) e para criar um recurso para avaliar
uma variedade de hipdteses e/ou perguntas toxicologicas. Segundo os autores, dentre 0s
critérios de entrada, estdo valores com 10% da resposta (isto é, U invertido) ao menos
em uma dose quando se espera crescimento, ou em uma depressdo de 3% (isto €, uma
curva J) na resposta quando se espera uma estimulacdo (por exemplo o céancer). Os
critérios da curva J na dose-resposta foram estruturados para serem proporcionalmente
similares aqueles da resposta de dose invertida da curva U. A razdo para os valores
diferentes entre o U invertido e a dose-resposta da curva J é de que os limites maximos
de estimulacdo da resposta para as duas curvas podem aumentar em termos absolutos
por 300%, 100% a 400% para o U invertido, quando a curva em forma de J pode
diminuir 100% a 0.0%. Se os critérios de selecdo de 10% ou de 3% ndo forem
satisfeitos, a resposta da dose pode ser incorporada na base de dados se conseguir o

significado estatistico para testar a hipotese.
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Neste trabalho, os resultados atribuiram ao cigarro um fator protetor ao
desenvolvimento do céancer induzido pela uretana, o que aparentemente na dose
utilizada, poderia ser uma resposta hormética.  Os dois estudos tipo dose-resposta
realizados ndo puderam atribuir um efeito protetor dose-dependente, o que justifica
novos estudos com doses maiores buscando o “ponto final” de inversdo nos resultados.
Este estudo ja se encontra em desenvolvimento, e seus resultados poderdo em muito

colaborar para esta discussao.

4.2 Efeitos do beta-caroteno e do alfa-tocoferol no processo de carcinogénese

pulmonar

Ao avaliar os efeitos do beta-caroteno e do alfa-tocoferol no processo de
carcinogénese pulmonar, obtivemos resultados interessantes e comparaveis com a

literatura.

Embora o beta caroteno tenha inibido a formagdo de nédulos, quando
utilizado em dose alta (0,25%) teve efeito menor do que em doses mais baixas (0,05 e

0,005%).

A suplementacdo de beta-caroteno em concentracdo de 0,25% sem a
exposicdo dos animais ao cigarro mostrou-se com menor ndmero de nédulos e
hiperplasias quando comparados aos animais do grupo que recebeu o mesmo

tratamento, porém sem o suplemento de beta-caroteno.

Com a presenca da fumaca do cigarro, as duas doses menores de beta-
caroteno se mostraram estatisticamente semelhantes, porém com menor ndmero de

nodulos quando comparados ao grupo com concentracdo de 0,25%. Estes resultados
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atribuem ao beta-caroteno um efeito protetor, demonstrado em diferentes modelos

experimentais in vitro e in vivo®® 3 3

, principalmente em menores concentragdes .
Isto ocorre porque o beta caroteno pode agir como parte do sistema de defesa
antioxidante do organismo humano, quando presente em quantidade fisioldgica e sob
determinadas condicgdes intracelulares, como por exemplo, a pressGes parciais

fisioldgicas de oxigénio*® %,

Os animais que receberam dieta com suplementacéo de beta-caroteno em
concentracdo de 0,05% e foram expostos ao cigarro apresentaram diminuicdo
significativa do numero de nodulos e hiperplasias quando comparados aos animais do
grupo que recebeu 0 mesmo tratamento sem o suplemento de beta-caroteno, porém o
grupo com suplementacdo de beta-caroteno em concentragdo de 0,25% associado a
fumaca do cigarro ndo mostrou-se estatisticamente diferente deste grupo, o que reforca
0 dado de maior efeito protetor do beta-caroteno em quantidades fisiologicas. Porém,
isso contraria o exposto por Silva & Naves®”, no qual relatam que, em altas
concentracOes e a pressdes parciais de oxigénio elevadas, 0s mesmos podem funcionar
como agentes oxidantes, contribuindo para a formacao de radicais livres®* * 39 e serem
responsaveis pelos efeitos adversos eventualmente resultantes do uso abusivo dessas
substancias. Em nosso trabalho, o que evidenciou esta adversidade nos dados é que a
dieta com beta-caroteno a 0,25% aumente a area dos nddulos, demonstrada pela maior
area no grupo com dieta de beta-caroteno a 0,25% mais uretana e cigarro (G4)
comparada com o grupo sem a dieta Beta-caroteno (G2 - uretana e cigarro), além é claro

do fato que o0s grupos estavam em regime de hipoxemia.
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A exposicdo a fumaca do cigarro ndo alterou o numero de nodulos
quando na presenca de dieta com beta-caroteno a 0,25%, porém o numero de
hiperplasias com a presenga do cigarro diminuiu. Além disso, observou-se pela anélise
morfométrica que a fracdo estromal dos grupos G3 (s6 uretana) e G4 ( beta caroteno
0,25% + uretana + cigarro) apresentaram 0 mesmo comportamento estatistico, porém
foram menores que os grupos G2 (uretana e cigarro) e G5 (beta caroteno 0,05% +
uretana + cigarro), o mesmo efeito de diminuicdo da fracdo estromal observado em
estudos anteriores quanto ao efeito promotor da poluicdo atmosférica®”.  Esses
resultados corroboram com muitos estudos que demonstram a diminuigao do efeito anti-

(75, 76, 77)

oxidante do beta-caroteno quando associado ao fumo , € quanto ao efeito

deletério de seu uso em altas doses("®.

Obermuller-Jevic'® entretanto, ndo relatou nenhuma alteracdo da
progressdo da neoplasia utilizando as mesmas doses de beta-caroteno por nds utilizadas,
mas esse pesquisador observou uma piora das lesdes com o uso do cigarro. Existem
ainda trabalhos que nd&o demonstram alteragbes com o uso de beta-caroteno na
progressdo de neoplasia pulmonar, apenas nos carcinomas de pele®, ou ainda inibicéo

de neoplasias em diversos modelos com altas doses dessa substancia® ®?.

Quanto ao alfa-tocoferol, Woodson e colaboradores® relataram uma
diminuicdo do cancer em individuos ndo fumantes que utilizaram essa vitamina, assim
como foi demonstrada a acdo antagonista ao efeito pro-oxidante do beta-caroteno em
cultura de células®®. O efeito protetor dos retindides em relagéo ao fumo foi testado por

outros autores("® 8,
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Em nosso trabalho, um dado importante foi o de que, pela analise
morfométrica, a fracdo estromal dos grupos G3 (s6 uretana) e G4 ( beta caroteno 0,25%
+ uretana + cigarro) foi menor que a do grupo G7 (alfa tocoferol 0,25% + beta
caroteno 0,25% + uretana + cigarro). Além disso, no grupo com suplementacdo de beta-
caroteno 0,25% associado ao alfa-tocoferol 0,05% (G10) foi constatado menor nimero
de nddulos comparado ao grupo G2 (cigarro + uretana). Como o grupo G2 foi
estatisticamente semelhante ao grupo G4 (cigarro + uretana + beta-caroteno 0,25%), a
incluséo desta concentracdo de alfa-tocoferol mostrou-se com efeito protetor. A fracdo
estromal menor seria um indicador indireto de uma maior agressividade do tumor, assim
como o aumento da relagdo nucleo-citoplasma, uma maior fracdo nuclear e uma menor

fracdo citoplamatica.

Tal efeito foi descrito por Silva & Naves®”, no qual classifica o alfa-

(18,19, 32 Wang™ sugere

tocoferol como altamente antioxidante e extremamente ativo
que a exposicdo ao cigarro diminui o nivel de antioxidantes como o alfa-tocoferol no
pulmé&o e que a oxidacdo do beta-caroteno pelo fumo diminuiu de 42% a 70% quando o
alfa-tocoferol foi usado concomitantemente com o beta-caroteno. No estudo de Duthie
e colaboradores“”, a suplementagdo da dieta de fumantes e ndo-fumantes com uma
mistura de vitamina C, beta-caroteno e vitamina E resultou em uma reducdo
estatisticamente significante de danos por oxidagdo enddgena de DNA de linfécitos.
Contrariamente, nos estudos CARET e ATBC, ndo foram observados efeitos favoraveis
do alfa-tocoferol a reducéo de incidéncia de cancer de pulmao ou na taxa de mortalidade
devida a essa doenca, assim como também nédo obtiveram resultados estatisticamente

significantes de uma interacdo entre o alfa-tocoferol e o beta-caroteno com relagdo a

diminuicdo da incidéncia de cancer de pulméo.
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Nos grupos com dieta de alfa-tocoferol, a fracdo estromal mostrou-se
significativamente maior no grupo G7 (alfa-tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% +
uretana + cigarro) comparada a do grupo G10 (alfa-tocoferol 0,05% + beta caroteno
0,25% + uretana + cigarro), demonstrando ter a dose mais alta maior efeito protetor, o
que também foi observado quando comparado ao grupo G2 (cigarro e uretana),

mostrando-se significativamente maior sua fracao estromal.

Outro dado interessante € o de que a fracdo nuclear foi menor no grupo
G5 (Beta-caroteno 0,05% + cigarro + uretana) comparada com o grupo G7 (Alfa-
tocoferol 0,25% + Beta-caroteno 0,25% + cigarro + uretana), o que reforca novamente o
dado de maior efeito protetor do beta-caroteno em quantidades fisiolégicas™” mesmo na
presenca do alfa-tocoferol, ou seja, aparentemente houve maior efeito protetor com dose

menor de beta-caroteno do que com doses maiores mesmo associada ao alfa-tocoferol.

Consideracdes finais:

O nosso trabalho trouxe algumas respostas e gerou muitas outras
perguntas. Quanto ao nosso principal objetivo, da avaliagdo dos efeitos do beta-
caroteno e do alfa-tocoferol , torna-se evidente a necessidade de, em outros estudos,
utilizar o alfa-tocoferol sozinho ou com doses menores de beta-caroteno para verificar

mais profundamente o seu papel.

Quanto ao fato dos resultados terem atribuido ao cigarro um fator
protetor na evolugédo de tumores induzidos por uretana, a hipdtese mais provavel € a do
efeito hipoxemiante associado ao efeito toxico do monoxido de carbono, que podem ter

influenciando em nossos resultados. Desta forma, também torna-se fundamental estudar
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essa possibilidade, utilizando-se a mesma camara de fumo, porém com o uso de CO ao
invés do cigarro. Esta hipdtese ja esta sendo testada em novo trabalho, e seus resultados
poderdo em muito colaborar para esta discussdo. Além disso, conforme mencionado
anteriormente, outra possibilidade, a do efeito de hormese, também estd sendo testada.
A teoria da interacdo entre a uretana, o fumo e até mesmo o CO a nivel molecular,
também seria interessante estudar. Entretanto, a complexidade e a dificuldade de testar

as inumeras possibilidades dessas interaces nos impede de fazé-la neste momento.
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados conduzem as conclusdes que se seguem:

1. A exposicdo ao fumo passivo gera um fator protetor na evolugdo de tumores
induzidos por uretana em camundongos, como pdde ser observado no maior
namero de nddulos encontrados na microscopia, menor fracdo estromal e maior

soma da area de tumor.

2. Ndo ha evidéncia de que o efeito do fumo passivo sobre a taxa de
desenvolvimento e progressdo dos tumores induzidos por uretana em

camundongos seja dose-dependente nos protocolos utilizados.

3. A suplementagdo de beta-caroteno na dose de 0,25% sem estar associada ao
fumo passivo gera um fator protetor na evolugdo de tumores induzidos por

uretana em camundongos.

4. A suplementacdo de beta-caroteno associada ao fumo passivo gera um fator
protetor na evolucdo de tumores induzidos por uretana em camundongos, porém
guando utilizado em dose alta (0,25%) tem efeito menor do que em doses mais

baixas (0,05 e 0,005%)
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A exposicao a fumaca do cigarro ndo altera o nimero de nddulos induzidos por
uretana em camundongos quando na presenca de dieta com beta-caroteno a

0,25%, porém o namero de hiperplasias com a presenca do cigarro diminui.

A suplementacdo de beta-caroteno a 0,25% associada ao fumo passivo aumenta
a &rea dos nodulos induzidos por uretana em camundongos, porém em doses

menores (0,05 e 0,005%) ndo interferem no seu tamanho.

A suplementacdo de beta-caroteno na dose de 0,25% associada ao fumo passivo
acelera o processo de carcinogénese pulmonar, como pdde ser observado pela
diminuicdo da fracdo estromal nos tumores induzidos por uretana, 0 que nao
ocorreu com as doses menores (0,05 e 0,005%) ou quando associado ao alfa-

tocoferol a 0,25%.

A associagdo do alfa-tocoferol ao beta-caroteno 0,25% e ao fumo passivo gera
um fator protetor na evolucdo de tumores induzidos por uretana em
camundongos, 0 que pdde ser constatado no menor ndmero de nédulos e na
maior fragdo estromal, principalmente na dose 0,25%, que demonstrou ter maior

efeito protetor.

Né&o houve diferenca em relacdo as diferentes doses de alfa-tocoferol.
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, ANEXO 1:
MEDIAS PESO / CAMUNDONGOS (q)

GRUPO n inicio 1° més 2° més 3°més SACRIFICIO
Gl 23 49,58 50,14 50,08 51,08 52,08
G2 20 37,00 445 47,75 49,00 50,25
G3 19 35,5 45,00 50,00 51,00 51,9
G4 15 37,00 45,00 46,00 50,00 50,53
G5 8 29,44 43,75 43,75 46,12 49,23
G6 8 27,22 45,00 45,62 50,66 50,66
G7 9 30,00 40,00 44,44 46,66 48,22
G8 9 34,00 49,00 52,62 56,66 56,83
G10 12 27,14 41,83 43,33 47,5 46,66
G11 9 37,27 42,22 48,88 52,22 53,33

Média de peso/camundongo (g)

GRUPO 1 (G1)- controle sé cigarro

GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro

GRUPOQO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPOQO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro

GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro

GRUPO 6 (G6)- beta caroteno 0,005% + uretana + cigarro

GRUPOQ 8 (G8)- beta caroteno 0,25% + uretana

GRUPO 7 (G7)- alfa tocoferol 0,25% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
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ANEXO lI:

VALORES MEDIOS SEMANAIS DE CO

SEMANA GRUPO G1 GRUPO G2
12 610,00 629,00
22 579,00 601,00
32 569,00 565,00
42 559,00 548,00
52 544,00 537,00
62 542,00 549,00
72 519,50 490,00
82 467,00 463,00
9? 633,50 454,00
102 598,00 448,00
112 567,00 549,00
122 553,00 515,50
132 546,00 613,00
142 554,00 646,00
152 507,00 584,00
162 521,50 590,00
MEDIA 554,00 549,00

Valores médios semanais de CO (ppm)
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ANEXO 111I:

CONSUMO DE RACAO

GRUPO 4 (G4)- BETA CAROTENO 0,25% + URETANA + CIGARRO

semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)
1 16 77,9 4,86
2 16 95,35 5,96
3 16 89,43 5,59
4 16 86,06 5,38
5 15 76,99 5,13
6 15 67,35 4,49
7 15 71,25 4,75
8 15 76,42 5,09
9 15 85,71 5,71
10 15 76,66 5,11
11 15 57,5 3,83
12 15 61,8 4,12
13 15 63,49 4,23
14 15 62,14 4,14
15 15 64,42 4,29
16 15 73,71 491

MEDIA 74,13 4,85
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GRUPO 5 (G5)- BETA CAROTENO 0,05% + URETANA + CIGARRO

semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)

1 9 * *

2 9 34,14 3,79

3 9 * *

4 9 35,57 3,95

5 8 26,71 3,33

6 8 25,28 3,16

7 8 26,85 3,35

8 8 29 3,62

9 8 33,57 4,19

10 8 38,85 4,85

11 8 29,85 3,73

12 8 28,57 3,57

13 8 29 3,62

14 8 25,66 3,2

15 8 * *

16 8 31,55 3,94
MEDIA 30,35 3,71

* valores ndo registrados
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GRUPO 6 (G6)- BETA CAROTENO 0,005% + URETANA + CIGARRO

semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)

1 9 * *

2 9 31,71 3,52

3 9 41 4,55

4 9 46,14 5,12

5 9 37,42 4,15

6 9 29,71 33

7 8 28,28 3,53

8 8 44,85 5,6

9 8 31,71 3,96

10 8 20,85 2,6

11 8 28 3,5

12 8 32 4

13 8 34,14 4,26

14 8 37,14 4,64

15 8 27,42 3,42

16 8 32,28 4,03
MEDIA 33,51 4,012

* valores néo registrados
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GRUPO 7 (G7)- ALFA TOCOFEROL 0,25% + BETA CAROTENO 0,25% + URETANA

+ CIGARRO
semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)
1 8 * *
2 9 32,28 3,58
3 9 44,14 4,9
4 9 35,57 3,95
5 9 35,57 3,95
6 9 38,71 4,3
7 9 37,28 4,14
8 9 3571 3,96
9 9 38,14 4,23
10 9 34,28 38
11 9 38,14 4,23
12 9 33,42 3,71
13 9 33,71 3,74
14 9 33,14 3,68
15 9 40,71 4,52
16 9 37,14 4,12
MEDIA 36,52 4,05

* valores néo registrados
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GRUPO 8 (G8)- BETA CAROTENO 0,25% + URETANA

semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)

1 10 28,85 2,88

2 10 45,28 4,52

3 10 51,14 5,11

4 10 57,42 6,38

5 9 * *

6 9 48,85 5,42

7 9 * *

8 9 41,75 4,63

9 9 * *

10 9 * *

11 9 * *

12 9 * *

13 9 * *

14 9 * *

15 9 * *

16 9 54,6 6,0
MEDIA 46,84 4,99

* valores ndo registrados
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GRUPO 10 (G10)- ALFA TOCOFEROL 0,05% + BETA CAROTENO 0,25% +
URETANA + CIGARRO

semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)

1 12 * *

2 12 * *

3 12 * *

4 12 * *

5 12 43,42 3.1

6 12 63,14 5,26

7 12 68,33 5,69

8 12 61,28 501

9 12 60,66 5,05

10 12 65,16 5,43

11 12 62,71 5,22

12 12 o4 4,5

13 12 51 4,25

14 12 49,57 4,13

15 12 50,71 4,22

16 12 52 4,33
MEDIA 56,83 4,68

* valores néo registrados
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GRUPO 11 (G11)- ALFA TOCOFEROL 0,005% + BETA CAROTENO 0,25% +
URETANA + CIGARRO

semana n° consumo média geral consumo média
animais (9) individual (g)

1 9 * *

2 9 * *

3 9 * *

4 9 49,42 5,49

5 9 55,85 6,2

6 9 55,14 6,12

7 9 * *

8 9 * *

9 9 * *

10 9 58,85 6,53

11 9 * *

12 9 48,57 5,39

13 9 47,33 5,25

14 9 43,28 4,8

15 9 42,71 474

16 9 45,25 5,02
MEDIA 49,55 5,5

* valores néo registrados

Tese de Doutorado - FAMERP - 2006.

84



SAAD, PCB. Efeitos da associacéo do beta-caroteno, alfa-tocoferol e do fumo no cancer de pulméo.

ANEXO IV
NUMERO DE NODULOS E HIPERPLASIAS
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GRUPO 3 (G3)- s6 uretana

GRUPO 4 (G4)- beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 5 (G5)- beta caroteno 0,05 + uretana + cigarro
GRUPO 6 (G6)- beta caroteno 0 005% + uretana + cigarro

GRUPO 7 (G7)- aI 55(%981‘8%’, "" be ﬁ =.' 5ten6 @859 + uretana + cigarro
GRUPO 10 (G10)- alfa tocoferol 0,05% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
GRUPO 11 (G11)- alfa tocoferol 0,005% + beta caroteno 0,25% + uretana + cigarro
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*H- Hiperplasia
*N — Nddulo

GRUPO GDR 0 - s6 uretana (60 dias)
GRUPO GDR 30 — uretana + cigarro (30 dias)
GRUPO GDR 60 - uretana + cigarro (60 dias)
GRUPO 2 (G2)- uretana + cigarro (120 dias)

GRUPO GDR 2,5 — uretana + cigarro (60 dias) + observacao (60 dias)

GRUPO 3 (G3)- s6 uretana (120 dias)
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~ ANEXOV
AREA DOS NODULOS

GRUPO 2 (CIGARRO + URETANA)

Animal 1 2 3 4 5
Nodulo 1 17379,85 129193,7 153626,5 353007,2 356006,7
Nodulo 2 - 62472,18 82460,59 91768,55 47818,15
Nodulo 3 - 355957,9 - - 42778,74
Nodulo 4 - 41292.,49 - - 2156135
Nodulo 5 - - - - 5584941
Area dos nédulos (um?)
GRUPO 3 (SO URETANA)
Animal 1 2 3 4 5
Nodulo 1 1336272 166310 436348,1 126858,7 17680,23
No6dulo 2 25008,38 121463,2 746660,6 254339,3 138667,9
Nodulo 3 43853,07 663075,8 260338,4 57351,01 08271,6
No6dulo 4 168139 476195,7 441296,6 152208,5 -
Nodulo 5 - - 145508,3 398280,7 -
Nodulo 6 - - 146867,9 - -
Nodulo 7 - - 1574455 - -

Area dos nédulos (um?)

GRUPO 4 (BETA CAROTENO 0,25% + URETANA + CIGARRO)

Animal 1 2 3 4 5
Nédulo 1 174436,8 185746,1 83950,62 317171,2 15172108
Nédulo 2 3025655 60820 298350,9 197494,3 96521,87
Nédulo 3 - 411053,2 583514 - 476266,2
Noédulo 4 - 407651,3 912903,5 - -
Nédulo 5 - 1219692 402688,6 - -

Area dos nédulos (um?)

Tese de Doutorado - FAMERP - 2006.

87



SAAD, PCB. Efeitos da associagdo do beta-caroteno, alfa-tocoferol e do fumo no cancer de pulméo.

GRUPO 5 (G5)- BETA CAROTENO 0,05 + URETANA + CIGARRO

Animal 1 2 3 4 5

Nodulo 1 3901106 83578,72 84156,09 47303,76 1159732
Nodulo 2 595592,1 - - 381807,7 165774,7
Nodulo 3 96613,32 - - 337040,1 55018,26

Area dos nédulos (um?)

GRUPO 6 (G6)- BETA CAROTENO 0,005% + URETANA + CIGARRO

Animal 1 2 3 4 5

Nédulo 1 313946 525505,3 3133102 115525,7 111177,4
Nédulo 2 47396,19 325139,5 214146,5 370774,5 388678,6
Nédulo 3 511763,5 38350,63 - - 204129,2
Noédulo 4 716616,4 279719,6 - - 1078897
Nédulo 5 - 122761,8 - - 65225,87

Area dos nédulos (um?)

88

GRUPO 7 (G7)- ALFA TOCOFEROL 0,25% + BETA CAROTENO 0,25% + URETANA

+ CIGARRO
Animal 1 2 3 4 5
Nodulo 1 510513,6 660563,9 945276,6 181021,7 2132497
Nodulo 2 158837,9 255601,3 5933425 97550,94 218386,2
Nodulo 3 - - - - 56479,24
Nodulo 4 - - - - 239767,4
Nodulo 5 - - - - 468581

Area dos nédulos (um?)

Tese de Doutorado - FAMERP - 2006.
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GRUPO 8 (G8)- BETA CAROTENO 0,25% + URETANA

Animal 1 2 3 4 5

Nédulo 1 557274,8 128831,2 339881,1 424374,3 984660,9
Nédulo 2 78179,55 167376 478451,5 - 215682,4
Nédulo 3 36029,41 - 217170,3 - 154863,5
Nédulo 4 100884,3 - 1225036 - 7389082
Nédulo 5 39649,17 - 436055,5 - 391580,6
Nédulo 6 - - 987658 - 2775302
Nédulo 7 - - 946872 - -

Area dos nédulos (um?)

GRUPO 10 (G10)- ALFA TOCOFEROL 0,05% + BETA CAROTENO 0,25% +
URETANA + CIGARRO

Animal 1 2 3 4 5
Nédulo 1 420417,6  410687,4 1070392 721652,2 290797,1
Nédulo 2 585660,7 265319,3 69064,78 104007 216076,8
Nédulo 3 831708,6 703868,3 409870,4 86809,94 131967,7
Nédulo 4 374894 323237,3 126108,8 181795,5 -
Nédulo 5 141722,3 627032,5 - - -

Area dos nédulos (um?)

GRUPO 11 (G11)- ALFA TOCOFEROL 0,005% + BETA CAROTENO 0,25% +
URETANA + CIGARRO

Animal 1 2 3 4 5
Nédulo 1 482225,3 359756,1 1760786 158073,5 83343,91
Nédulo 2 322669,6 928645 1625557 99832,34  64875,05
Nédulo 3 623039,2 98009,45 577497,3 302521 61361,01
Nédulo 4 223094 345282,7 583947,6  44350,25 -
Nédulo 5 198372,2 1041738 495814,7 41763,74 -

Area dos nédulos (um?)

Tese de Doutorado - FAMERP - 2006.
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ANEXO VI
ANALISE MORFOMETRICA - CONTAGEM DE PONTOS
GRUPO G2 (URETANA+ CIGARRO)
Animal %nucl %cito %estr Fracéo Fracao Relacéo Ftragao I
nuclear citoplasmatica nucleo/citoplasma estroma
G2R3 50 4166 8,33 0,54 0,45 1,2 0,09
G2R6 54,02 34,26 11,71 0,61 0,39 1,6 0,14
G2R9 5298 37,81 9,2 0,58 0,41 1,45 0,1
G2R12 3894 50,27 10,77 0,43 0,56 0,79 0,12
G2R15 459 46,03 8,06 0,5 0,45 1,03 0,09
GRUPO G3 (SO URETANA)
Animal %nucl %cito %estr Fracéo Fracao Relacéo Fracdo
nuclear citoplasmatica nucleo/citoplasma estromal
G3R3 52,89 40,92 6,17 0,56 0,43 1,34 0,07
G3R6 49,80 46,33 3,86 0,52 0,48 1,13 0,041
G3R10 54,15 4126 458 0,56 0,43 1,36 0,049
G3R12 54,88 4225 2,86 0,56 0,43 1,36 0,03
G3R15 53,37 4408 254 0,55 0,45 1,25 0,026
GRUPO G4 (BETA-CAROTENO 0,25% + CIGARRO + URETANA)
Animal %ndcl %cito %estr Fracgdo Fracdo Relacdo Fracdo
nuclear citoplasmatica nucleo/citoplasma estromal
G4R7 4297 52,19 4,83 0,45 0,54 0,84 0,05
G4R8 4297 5453 249 0,44 0,56 0,81 0,02
G4R10 45,17 4743 7,38 0,48 0,51 0,99 0,08
G4R12 4537 465 8,12 0,49 0,5 1,01 0,09
G4R13 49,89 4536 4,74 0,52 0,47 1,17 0,05

Tese de Doutorado - FAMERP - 2006.
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GRUPO G5 (BETA-CAROTENO 0,05% + CIGARRO + URETANA)

Animal %ndcl %cito %estr Fracgado Fracdo Relacao Fracdo
nuclear citoplasmatica nucleo/citoplasma estromal
G5R1 45,77 442 10,02 0,5 0,49 1,11 0,11
G5R4 36,89 33,06 30,04 0,52 0,47 1,11 0,42
G5R5 32,02 43,44 24,53 0,42 0,57 0,73 0,32

GRUPO G7 (ALFA-TOCOFEROL 0,25% + BETA-CAROTENO 0,25% + CIGARRO +

URETANA)
Animal %nacl %cito %estr Fracgdo Fracdo Relacao Fracao
nuclear citoplasmatica nucleo/citoplasma estromal
G7R1 445 313 24,19 0,58 0,41 1,41 0,33
G7R3 50,32 19,65 30,02 0,72 0,28 2,63 0,43
G7R6 39,48 32,99 27,52 0,54 0,45 1,21 0,38

GRUPO G10 (ALFA-TOCOFEROL 0,05% + BETA-CAROTENO 0,25% + CIGARRO +

URETANA)
Animal %nucl 9%cito %estr  Fragdo Fracdo Relacéo Fracao
nuclear citoplasmatica  nucleo/citoplasma  estromal
G10R3 47,35 38,39 14,25 0,55 0,44 1,3 0,17
G10R4 47,19 44,66 8,14 0,51 0,48 1,07 0,09
G10R5 40,22 54,73 5,04 0,42 0,57 0,74 0,05
G10R9 36,91 57,45 5,63 0,39 0,6 0,66 0,06

G10R12 5163 426 576 0,55 0,45 1,38 0,06

Tese de Doutorado - FAMERP - 2006.



