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RESUMO

O aparecimento do segundo tumor primdrio é explicado
pelo conceito do campo de cancerizagiio, o qual é funda-
mentado pela origem policlonal do cancer. O objetivo deste
estudo foi desenvolver um modelo experimental de
carcinogénese em camundongos pela indu¢io com a 4-
Nitroquinoleina-1-Oxido (4NQO) por via oral e observar as
evidéncias da existéncia do campo de canceriza¢io. Na
metodologia, foram utilizados o total de 61 camundongos,
distribuidos em dois grupos: grupo I - 10 animais, (grupo
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controle) e grupo II - 51 animais que receberam 4NQO, por
administragdo oral, diluido na dgua com concentragio de
0,001%, durante 32 semanas. O resultado mostrou que, no
grupo induzido ao céincer pela 4NQO, houve o 6bito de 21
animais (41,2%), enquanto 18 (35,39%) desenvolveram tu-
mores sistémicos. Houve, em dois casos, tumores malignos
com histologia variada em tecidos diferentes, nove casos de
neoplasias na fase de promogio e seis na fase de conversdo.
Dois camundongos apresentaram a segunda e a terceira
fases da carcinogénese em 6rgdos diferentes e, em um ani-
mal, estas ocorreram no mesmo 6rgio. Conclui-se que a4NQO
desenvolveu tumores malignos e benignos em camundon-
gos simultaneamente em um mesmo animal, no mesmo 6r-
gdo ou em 6rgdos distintos. Deu-se mais um suporte 2 teoria
do campo de cancerizagio.

ABSTRACT

The second primary tumor can be explained by the” field
cancerization” concept, which is supported by the polyclonal
cancer origin. The aim of the present study was to develop
an experimental carcinogenesis model in mice induced by
oral administration of 4-nitroquinoline-1-oxid (4NQO) and
10 evidence the existence of field cancerization. In the
methodology, 61 mice, divided into two groups were used:
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group 1,10 animals, (group-control) and group 11,51 animals,
treated with 4NQO, in drinking water with the concentration
of 0,001 %, during 32 weeks. The results showed that, in the
4NQO-induced carcinogenesis group, death occurred in 2]
animals(41,2%). Systemic tumors were observed in 18 mice
(35,3%). In 2 cases, there were malignant tumors with varied
histology in distinct tissues. Nine cases of tumors in
promotion phase and six in the conversion phase were
observed. Two mice with the second and the third phases of
carcinogenesis were noted, while in one animal they
occurred in the same organ.It concludes that 4NQO induced
malignant and benignant tumors in mice in the same organ
or in distinct ones. It gives one more support to field
cancerization theory.

INTRODUCAO

A explicagio mais aceita para o aparecimento do segun-
do tumor primdrio € o conceito do campo de cancerizagdo ">,
Segundo esta teoria, no somente o sitio acometido pelo
tumor, mas também todas as mucosas dos tratos aerodigestivo
superior e respiratério estdo comprometidas, possuindo alte-
ragdes cromossois, assemelhando-se a um dnico e extenso
“lengol de cobertura mucosa” para as diversas regides
waldmicas’. A origem policional fundamenta essa teoria,

De acordo com alguns autores™’, apés o estabelecimento
do tumor primdrio, uma célula pode desgarrar-se deste e de-
senvolver novo sitio neopldsico, podendo sofrer mudangas
genéticas. Da mesma maneira, a neoplasia inicial pode de-
senvolver novas mudangas genéticas, com a evolugio
tumoral. Assim, os tumores podem apresentar diferentes alte-
ragoes genéticas niio traduzindo necessariamente origens de
clones diferentes. Esses autores defendem a teoria monoclonal
para explicar o aparecimento de tumores segundos primdrios
e afirmam que estas leses ocorrem por disseminacio intra-
epitelial ou por implantes de células desgarradas do tumor
primdrio, e niio como neoplasias independentes originadas
por clones diferentes.

Os virios estddios da carcinogénese siio por ordem de
ocorréncia: iniciagdo ou indugdo, promogio e progressio ou
converso’. A iniciagio ou indugdo ocorre quando uma por-
¢do do DNA ¢ permanentemente alterada. A promogio acon-
tece em curto perfodo de tempo ou apds vérios anos, quando
as células “iniciadas” se expandem em nédulos, papilomas
ou polipos. A progressiio € evidenciada quando a lesdo pré-
maligna se transforma em um carcinoma “in situ” ou invasivo.

A estratégia da quimioprevencdo é desenhada com agen-
tes que interferem efetivamente na carcinogénese agindo prin-
cipalmente nas fases de iniciagfo ou indugio e promogio do
cncer. Os modelos de indugiio e quimioprevengdo do cin-
cer em animais jd estdo estabelecidos em ratos (pele, figado,
mama, célon e préstata)’.

Os objetivos deste estudo foram observar a agfio do agen-
te indutor para o ciincer 4-Nitroquinoleina-1-Oxido (4NQO)
por via oral no camundongo, analisando a morfologia dos
tecidos, e evidenciar a existéncia do campo de cancerizagao.
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MATERIAL E METODO

A Pesquisa foi aprovada pelo Conselho de Bioética da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) para experimentos
com animais e realizada no Biotério Central da UFAL, no
Laboratdrio do Departamento de Cirurgia da UFAL, no La-
boratério do Departamento de Quimica da UFAL e no De-
partamento de Patologia da UFAL . ,

Foram utilizados 61 camundongos Swiss distribuidos em
oito gaiolas e subdivididos em dois grupos. Quanto aos agen-
tes quimicos, o agente indutor da carcinogénese foi a 4ANQO
(laboratério Aldrich Chem.C.,Milw., Wi 532010), por admi-
nistragfo oral, diluida na dgua de beber, na concentragiio de
0,001%". O agente fixador dos tecidos foi o formol tampona-
do e o método de coloragdo utilizado foi a hematoxilina-
eosina.

Os animais receberam a alimentagfio fornecida pelo Biotério
Central da UFAL e dgua “ad libitum”. Foram armazenados em
condigdes ideais de higiene e alimentagdo. Quanto ao aloja-
mento, a temperatura e o ar foram ambientes. A temperatura
variou de 26°C a 33°C e a umidade relativa do ar esteve eleva-
da, como esperado para o clima do nordeste brasileiro.

Os animais foram divididos em dois grupos a saber:

Grupo I - Composto por 10 animais que niio foram expostos
a0 agente quimico durante o perfodo em que se estabeleceu
© expenmento. Foram armazenados nas mesmas condigdes
dos animais do grupo em teste, sendo cosiderado o grupo
controle.
Grupo II - Composto por 51 roedores, que receberam a subs-
tincia 4NQO como indutora da carcinogénese. Este grupo
foi considerado o teste para a indugfo da doenga. A substan-
cia quimica 4NQO foi administrada na dgua dos animais. A
dgua cra trocada uma vez por semana. O tempo de adminis-
tragiio da 4NQO foi de 32 semanas.”

Ap6s o término do experimento para cada grupo, os ani-
mais foram anestesiados com éter anestésico, por inalacdo.
Estando os animais sacrificados, foi realizada a retirada dos
6rgdos comprometidos por tumor e da lingua para represen-
tar a cavidade oral, com a presencga de tumor ou n3o.

Quanto aos métodos patolégicos, os tecidos foram fixa-
dos em formol tamponado, emblocados em parafina e
seccionados na espessura de 3 mm. As laminas foram coradas
por hematoxilina-eosina (H-E), de acordo com técnica pa-
dronizada de laboratério. Na andlise histolégica, estudou-se
o grau de hiperplasia, displasia, metaplasia e a presenca de
céncer nos tecidos dos roedores estudados.

RESULTADOS

O experimento iniciou com 61 ratos. Houve a morte de 4/
10 (40%) animais no grupo controle de causa desconhecida,
ndo sendo evidenciado qualquer tipo de tumor em tal grupo.
No grupo induzido ao cancer pela 4NQO houve o ébito de
21/51 (41,2%).0s animais morreram no fim de semana, nio
sendo possivel realizar a necrépsia devido a putrefacfio dos
tecidos. Deste grupo, 18/51 (35,3%) animais desenvolveram
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tumores sistémicos. Doze animais 12/51 (23,5%) nio desen-
volveram tumores.

O grupo intoxicado pela 4NQO foi analisado quanto 2
presenca de alteragdes na lingua como 6rgédo representante
da cavidade oral. A primeira fase da carcinogénese (inducio)
¢ evidenciada através de marcadores tumorais com os méto-
dos imunohistoquimicos. Tal anélise estd sendo feita no
presente momento, na lingua.

A segunda fase da carcinogénese (promogio) foi demons-
trada através da presencga de nédulo, pélipos, cistos, adeno-
mas, neoplasia mesenquimal, hiperplasias, linfangiomas e
cistoadenomas. A lingua foi acometida por um nédulo em
um animal (1/51, 1,9%). Na pele do abdome, observaram-se
cistos dérmicos profundos em trés casos e cistos epidérmicos
e linfangiomas em dois casos. Na pele da face verificou-se a
presenca de lesdo cistica benigna com componente de célu-
las cubdides e mucosas préximas ao ldbio superior em dois
casos. Nos testiculos, houve um caso de cistoadenoma, um
caso de lesdo cistica adenomatosa benigna e um caso de
neoplasia de células de Leydig. J4 na vesicula seminal, hou-
ve um caso de cistoadenoma papilifero. No pulmio foi ob-
servado hiperplasia de pneumécitos em um caso.

No camundongo 43, a segunda fase da carcinogénese foi
detectada em érgios diferentes, através da ocorréncia de cis-
tos epidérmicos profundos e cistoadenoma papilifero de
vesicula seminal.

As evidéncias da terceira fase da carcinogénese (conver-
sdo) foram demonstradas na ocorréncia de 6 casos de adeno-
carcinoma papilifero em pulmao. Na pata de 1 animal ocor-
reu o desenvolvilmento de uma neoplasia mesenquimal de
provéavel origem neural ou muscular. A mesma ocorreu tam-
bém na parede abdominal de outro rato, infiltrando o tecido
muscular esquelético.

Os sinais da terceira fase da carcinogénese em érgios
diferentes e de histologia distinta no mesmo animal, foram
observados no camundongo 17 e no camundongo 33. O pri-
meiro apresentou adenocarcinoma papilifero de pulmio e
neoplasia maligna mesenquimal de provavel origem neural
ou muscular da pata, enquanto no segundo foi detectado
adenocarcinoma papilifero de pulmdo e tumor mesenquimal
infiltrativo de parede abdominal. .

A segunda e a terceira fases da carcinogénese em érgdos
distintos no mesmo animal puderam ser demonstradas tanto
no camundongo 9, no qual surgiram adenocarcinoma
papilifero de pulm@o e neoplasia de células de Leydig, como
também no camundongo 34, onde detectou-se adenocarci-
noma papilifero de pulmdo e cistos dérmicos profundos de
parede abdominal.

Foi possivel observar a segunda e a terceira fases da
carcinogénese no mesmo 6rgdo de um animal, o camundon-
go 35, que teve seu pulmio acometido por um adenocarci-
noma papilifero e hiperplasia de pneumdcitos.

DISCUSSAO

Atualmente, a literatura encontra vdrios suportes que ex-

plicariam o campo de cancerizagio'*’. Hd também autores
que discordam da teoria policlonal e justificam o apareci-
mento dos tumores malignos através da teoria monoclonal
45

A teoria do campo de canceriza¢fio (policlonal) afirma
que todos os epitélios agredidos por um mesmo agente
carcinogénico respondem simultaneamente a agressio. Nes-
te trabalho, a 4NQO agiu de forma sistémica agindo simulta-
neamente na lingua, pulmio, misculos, testiculos, pois to-
dos esses tecidos apresentaram alteragdes epiteliais ou
neoplasias. Em um caso, verificou-se no mesmo animal ade-
nocarcinoma de pulmio e tumor mesenquimal maligno na
parede abdominal (camundongo 17) e, em outro animal, ocor-
reu adenocarcinoma de pulméo e tumor mesenquimal na pata
(camundongo 33). Observou-se cénceres (terceira fase) de
linhagens e de histologias diferentes, nos diversos tecidos
simultaneamente. A presenga em um mesmo animal de tumo-
res malignos e benignos, bem como a evidéncia de duas
neoplasias benignas em 6rgdos separados, denotam a segun-
da e a terceira fases da carcinogénese e a multicentricidade
tumoral. Isso significa que a droga agiu nos diversos tecidos
simultaneamente.

Na teoria monoclonal*®, todos cinceres devem no mini-
mo ter a mesma origem, sendo portanto do mesmo tipo
histolégico, independente da evolucdo clonal. Essa teoria
afirma que o segundo tumor ocorre por disseminagido
“intraepitelial” ou por “implantes”. Com tumores em orgios
distintos e histologias diferentes, fica dificil imaginar essa
afirmac@o nos resultado encontrados neste estudo.

Vdrios autores demonstraram a eficiéncia do modelo ex-
perimental utilizado neste estudo para a formagio de cincer
na lingua de ratos, utilizando a 4NQO com concentracdo de
0,001% na dgua de beber®'*'"'"*'*, No entanto, no estudo
em questdo, encontrou-se somente um nédulo na lingua de
um camundongo, porém foram observados tumores dissemi-
nados por todo o organismo dos animais, localizados no
pulmio, miisculo da parede abdominal e perna, além de cis-
tos nos testiculos e na pele. A maioria dos modelos experi-
mentais descritos na literatura com a indug@o do cincer pela
a-4NQO, administrada pela dgua de beber € para a cavidade
oral. Nenhum dos trabalhos disponiveis na literatura consulg
tada detectou tumor maligno fora da boca. Alguns autores
acharam em necrépsia um caso de papiloma no estémago do
rato, dentre 116 animais. Esse trabalho é o dnico entre os

~ estudos analisados que induziu a neoplasia fora da lingua

quando a 4NQO foi administrada pela dgua.

A intoxicacdo foi eficiente, pois teve atuagio sistémica.
Surgem, entdo, algumas perguntas que poderiam ser
explicadas por analogia com os trabalhos semelhantes dis-
poniveis na literatura. Por que no modelo adotado conse-
guiu-se induzir tumores em vdrios 6rgdos sistémicos e o ob-
jetivo na cavidade oral ndo foi atingido-plenamente? Seré
que o epitélio da lingua do camundongo é mais resistente do
que os outros tecidos? Serd que a temperaturae o “stress”
ambiente do biotério sem ar condicionado, que variou de
26° C a 33° C, influenciou o resultado?

Iniciou-se o trabalho com 61 animais e ao término do
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experimento houve o 6bito de 25 animais, quatro do grupo
controle e 21 do grupo intoxicado pela 4NQO. Acredita-se
que os 6bitos do grupo controle devem ter ocorrido em con-
seqiiéncia da alta temperatura ambiente associado ao “stress”
sofrido- pelos animais. No grupo intoxicado, associado ao
“stress”, a droga inegavelmente teve influéncia na morte dos
camundongos. Dados semelhantes em consegiiéncia da
4NQO sio descritos na literatura’.

Alguns autores' demonstraram que a a¢iio da 4NQO em
linfécitos de humanos adultos nio foi alterada com a tempe-
ratura, que variou no experimento de 0°C a 41° C. Nesse
trabalho “in vitro” ndo havia os fatores humorais provenien-
tes do “stress”, como no estudo em questdo. Conclui-se que
a variagdo de temperatura ndo alterou o principio ativo da
droga na pesquisa.

Serd que o animal escolhido neste modelo, camundongo
Swiss, tem maior resisténcia no epitélio da lingua? Haveria
algum outro fator humoral envolvido na resisténcia tecidual?
Segundo dados da literatura®, a resisténcia genética para a
formag@o de céncer na lingua em ratos pode ser demonstra-
da. A linhagem Dark-Agouti (DA) mostrou maior suscetibili-
dade no gene Stcl e a linhagem Wistar-Furth (WF) maior
resisténcia no gene Rtc1, na formagio do cancer nesse orgdo.
Certos autores'® demonstraram que a saliva humana inativou
o efeito mutagénico da 4NQO no teste de Ames para
Salmonela typhimurium. De acordo com eles, existem meca-
nismos complexos envolvendo a saliva na inativagdo de
carcinGgenos, incluindo as reagdes quimicas de enzimas,
vitaminas e/ou a adsor¢do destes carcinégenos em substéin-

cias de alto peso molecular presentes na saliva, como as pro-
teinas, bactérias e muco.

Na literatura consultada, foram encontrados somente dois
trabalhos com a 4NQO em camundongos , sendo que em
nenhum deles houve a aparecimento de cancer. SUZUKI et
al."observaram mutagenicidade e a presenca de microntcleos
apos 7, 14 e 28 diasl éie intoxica¢do com a 4NQO em diversos
epitélios. MA etal. realizaram uma exposicdo de 4NQO em
camundongos por um perfodo maximo de 4 meses. Desen-
volveram displasia no epitélio da lingua. Verificou-se no tra-
balho de SUZUKI et al.” o primeiro estddio e no estudo de
MA et al."® o segundo estddio da carcinogénese. Nesta pes-
quisa, com 8 meses (aproximadamente 32 semanas) de expo-
si¢do dos animais com a 4NQO, desenvolveram-se cistos nos
testiculos como também neoplasias mesenquimais e o cin-
cer em diversos epitélios de diferentes sistemas, caracteri-
zando assim o segundo (a presenca de cistos, além de linfan-
giomas, nédulo, adenomas, hiperplasias e cistoadenomas) e
o terceiro estddios da carcinogénese (neoplasias mesenqui-
mais e adenocarcinomas). Essas evidéncias mostram uma certa
resisténcia no epitélio da lingua no trabalho apresentado. O
fato deste experimento nio ter evidenciado a lesdo pré-ma-
ligna ou o tumor na lingua ndo o descaracteriza como mode-
lo para carcinogénese em vias aerodigestivas superiores. B
de se supor no minimo a evidéncia do primeiro estddio do
cncer no epitélio da boca do camundongo, conforme os
modelos descritos acima. Aguarda-se os recursos da
imunohistoquimica para a expressio de alteragdes genéti-
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cas, caracterizando a primeira fase da carcinogénese que cer-
tos autores'” acreditam existir.

De acordo com a literatura'®, o ambiente adequado para
se manter os animais é em temperatura condicionada de 18°
C a 24°C, com umidade relativa do ar em 45 a 55% . Os
animais foram mantidos a temperatura ¢ ao ar ambientes,
variando de 26° C a 33° C. Os ratos se adaptam a uma varia-
¢iio de temperatura de 10° C a 30° C, em 3 a 6 semanas'.
Assim, mimetizou-se a temperatura a0 qual o homem est4
sujeito no seu habitat no nordeste do Brasil, sofrendo todo o
“stress” natural. A temperatura ideal descrita para trabalhos
com condicionamento do ambiente de laboratério, ndo tra-
duz realmente o meio ambiente do homem. Contudo, de-
monstrou-se um modelo que mais se aproxima aos efeitos
dos carcindgenos no ser humano, uma vez que este nao vive
permanentemente em ambientes condicionados de tempera-
tura e umidade do ar. N&o foram encontrados dados na lite-
ratura para comparagdo modelos de carcinogénese animal
em ambientes ndo condicionados.

Assim, diante dos fatos expostos acima, acredita-se que a
primeira fase do estddio da carcinogénese exista na lingua e
em outros tecidos deste modelo experimental. Tal experi-
mento sugere a afirmagéo do campo de cancerizagio, com os
mutiestddios da formagiio do céncer.
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