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Resumo

Atualmente, o método mais importante para a identificagdo de agentes quimicos cancerigenos
é o teste de longa duragdoin vivo, com roedores. No Brasil ndo ha condi¢ées para a sua execugao,
devido a inexisténcia de especialistas e de infra-estrutura adequada. Em conseqtiéncia, o pais é
dependente dos conhecimentos gerados no exterior sobre o risco que determinados compostos
quimicos impbem as populagdes e ao meio ambiente. Por outro lado, as desvantagens inerentes
ao protocolo deste teste, como a complexidade na execugdo, o tempo prolongado para obtengéo
das conclusées e custo elevado, entre outras, levam a procura de alternativas mais convenientes.
No presente trabalho sao apresentados dois testes in vivo para detecgdo de cancerigenos quimi-
cos em ratos, que tém como vantagens o tempo de execugao e o custo, menores que.os do teste
convencional. Os sistemas propostos tém sé-o-figado ou varios-6rgaos-simultaneos como 6rgaos-
alvo do eventual cancerigeno. Ambos os testes foram avaliados respectivamente com centenas e
dezenas de substancias quimicas e reproduziram os resultados ja obtidos em testes de longa
duragdo, mostrando forte consisténcia bioldgica. Os autores destacam as vantagens de sua ado-
¢do em paises como o Brasil e propéem sua inclusdo na seqliéncia de testes necessarios para
caracterizar um agente quimico como cancerigeno.

Unitermos: cancerigenos; meio ambiente; detec¢do;, testes; ratos, cancer; experimentagédo; agen-
tes quimicos

Introdugao

No Brasil, o cancer ocupa o terceiro lugar (9%) na
lista de causas de morte, precedido por 6bitos devidos
a causas externas e causas mal definidas (32,3%), e
pela doenca aterosclerética cardiovascular e cerebral
(27,8%) [1, 2]. Como o cancer no ser humano leva, desde
seuinicio, algumas décadas para se manifestar, é pro-
vavel que medidas de intervencao sejam mais eficazes
que medidas terapéuticas para o controle da
morbimortalidade pela doenga. Estas medidas de in-
tervengao baseiam-se na detecgéo precoce do cancer
e naidentificacéo e controle dos fatores de risco. Entre
os fatores de risco estdo habitos culturais, como taba-
gismo e alguns tipos dieta, alguns virus, como o da
hepatite B, algumas substancias naturais, como a

aflatoxina B1 e os agentes quimicos de origem indus-
trial [3-5]. A participagao destas Ultimas substancias no
desenvolvimento de 1 a 8% da neoplasias humanas
(incluindo as ocupacionais) obriga os governos de cada
pais aregulamentar a produgao, distribuigéo, uso e eli-
minacdo dos agentes quimicos potencialmente can-
cerigenos, em beneficio do publico [5-7]. A primeira
etapadeste processo €, evidentemente, identificar quais
daqueles agentes tém potencial cancerigeno (Figu-
rai).

Para se identificar a carcinogenicidade de substén-
cias quimicas héa dois tipos basicos de estudo: os clini-
co-epidemiolégicos, que enfocam populagdes humanas,
e os experimentais, que se utilizam particularmente de
roedores [6, 8, 9]. Ambos os tipos de estudo caracteri-
zam-se por ter como parametro final de andlise o de-
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senvolvimento do cancer propriamente dito. Quando os
estudos clinico-epidemiolégicos identificam um agente
cancerigeno, o pior jaaconteceu, i.e., 0s grupos huma-
nos estudados j& foram atingidos pelo efeito nocivo
daquela substéancia. Desta maneira, os estudos expe-
rimentais com roedores sdo os verdadeiros testes
prospectivos, aos quais os agentes quimicos devemser
submetidos antes de serem utilizados em qualquer ati-
vidade humana. Existem outros testes, que podem su-
gerir o potencial cancerigeno de uma substancia, como
os testes de mutagenicidade [10-13]. No entanto, o que
estes testes de fato analisam é a genotoxicidade do
agente, ou seja, sua toxicidade aos cromossomos ou
ao DNA. Eles foram adotados como testes preditivos
de carcinogenicidade devido a intima relagéo que exis-
te entre os potenciais mutagénico e cancerigeno dos
compostos quimicos. Contudo, nos ultimos anos ficou
claro que cerca de 25-30% dos cancerigenos nao tém
potencial mutagénico: sdo os cancerigenos nao-
genotéxicos, cujo mecanismo de agao difere daqueles
dos cancerigenos genotdxicos e, naturalmente, ndo sao
detectaveis pelos testes de mutagenicidade [10-12].
Além de nao detectar todos os agentes potencialmente
cancerigenos, os testes de mutagenicidade, por usa-
rem sistemas relativamente simples, como bactérias ou
células de mamiferos, tém como parametro final (end-
point) o desenvolvimento de lesbes que sao biologica-
mente muito diferentes da neoplasia completamente
instalada.

IDENTIFICAGAO DO
AGENTE
CANCERIGENO

ESTUDO DA RELAGAO
DOSE-RESPOSTA

I DEFINIGAO

DO RISCO

|

ADMINISTRAGAO
DO RISCO

RECONHECIMENTO

DOS NIVEIS

DE EXPOSIGAO

Figura 1. Etapas para administragdo do riscoimposto ao meio
ambiente e as populagdes humanas por substéancias can-
cerigenas.

De acordo com as evidéncias sobre seu potencial
cancerigeno, a Agéncia Internacional de Pesquisa so-
bre o Cancer (IARC) classifica os agentes quimicos em
quatro grupos [6]: grupo 1) quando ha evidéncias sufi-
cientes, obtidas em estudos clinico-epidemiolégicos, de
que as substancias sdo cancerigenas para o homem;
grupos 2A e 2B) quando as evidéncias no homem séao
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limitadas, e as evidéncias em animais de experimenta-
céo sao respectivamente suficientes ou nao-disponi-
veis, sendo os agentes considerados respectivamente
provaveis ou possiveis cancerigenos; excepcionalmen-
te, um agente pode ser colocado nesta categoria quan-
do nao existem evidéncias humanas, mas as evidén-
cias experimentais sao suficientes e expressivas; gru-
po 3) inclui agentes que ndo séo classificaveis quanto a
sua carcinogenicidade para o homem; grupo 4) englo-
ba os agentes que provavelmente nédo séo cance-
rigenos para o homem. Uma classificagdo similar &
adotada pelo Programa Nacional Norte-americano de
Toxicologia (NTP) [7, 8]. Estas classificagbes sao qua-
litativas, i.e., indicam que o agente esta relaciona-
do com o desenvolvimento do cancer, mas nao seu
mecanismo de agado nem a poténcia da carci-
nogenicidade. E importante destacar que o grupo 2
baseia-se principalmente nos estudos experimentais
para definir o agente como cancerigeno, quando 0s
estudos clinico-epidemioldgicos sao inconclusivos ou
inexistentes.

Teste de longa duragio in vivo para detecgao de
cancerigenos

O estudo experimental padréo, para definir se uma
substancia & um cancerigeno quimico, dura cerca de
cincoanos, desde o delineamento até o estabelecimento
de suas conclusdes (teste de longa duragédo emroedo-
res) [8, 9]. O protocolo determina que devem ser utiliza-
dos os dois sexos de duas espécies animais (em geral,
ratos e camundongos), € no minimo duas doses de
substancia a sertestada. No total, chega-se a cercade
600 roedores, se séo considerados também os grupos-
controle ndo-tratados. Os animais sao sacrificados apos
um e meio a dois anos de tratamento e submetidos a
necrépsia completa. A substancia-teste sera definida
como cancerigena se associar-se as taxas elevadas
de neoplasias malignas ou a antecipagao do apareci-
mento de neoplasias nos animais tratados, quando com-
parados com controles n&o-tratados.

Internacionalmente ha uma rede de laboratérios e
de servigos envolvidos na execugao dos testes de lon-
ga duragao de agentes quimicos selecionados. No en-
tanto, a capacidade destes laboratérios € limitada e
paulatinamente aumenta a lista de substancias que
aguardam ser testadas antes de colocadas a disposi-
cao do publico [8]. No Brasil - nao ha qualquer possibi-
lidade de realizarem-se testes de longa duragéo, pois
nao ha numero suficiente de profissionais habilitados,
nao existem linhagens adequadas de animais de expe-
rimentacdo e sdo deploraveis as condigbes dos
biotéricos, que nao tém infra-estrutura para manter os
animais vivos durante até dois anos. Foram estas as
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limitagbes enfrentadas pela Portaria Normativa 349 do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), basea-
da na Lei 7802, de 1989, e no Decreto n° 98.818, de
1990, que determinam que, para registro, renovagao
de registro e uso de qualquer pesticida, é necesséria a
apresentagéo dos resultados que o agente obteve em
testes de longa duragéao com roedores, executados
conforme o Manual de Testes para Avaliagdo de
Ecotoxicidade de Agentes Quimicos [14]. Aquela por-
taria, para superar a contradigéo de exigir um teste que
n&o era possivel ser realizado no pais, previu um prazo
para aceitacao dos testes executados no exterior. O
prazo esgotou-se e nenhum laboratério nacional adqui-
riucondi¢des para desenvoiver estudos de longa dura-
Gao sobre carcinogenicidade. A inexisténcia de massa
critica na area torna dificil ao pais acompanhar o de-
senvolvimento dos conhecimentos sobre o potencial
cancerigeno dos agentes quimicos que ocorre no exte-
rior. Pode-se chegar até ac ponto de nao se conseguir
analisar os relatérios técnicos produzidos por laboraté-
rios estrangeiros, tornando esta area de avaliagéo
toxicoldgica inacessivel para as comunidades cientifi-
ca e governamental brasileiras.

De qualquer maneira, existem vérias desvantagens
nos estudos de longa duragao (Tabela 1). Uma critica
maior a ele € que uma das doses propostas parao teste
deve ser préxima ou equivalente a dose maximatolera-
da, em geral associada a toxicidade tecidual e a prolife-
ragao celular (mitogénese) reparativa, que pode asso-
ciar-se as taxas elevadas de mutagéao, provocadas por
estimulos diferentes da substancia testada, culminan-
do com ¢ desenvolvimento de tumores [15]. Isto pode
levar varias substancias a serem consideradas
cancerigenas, quando na verdade sdo basicamente
citotoxicas nas doses em que séo testadas. Também
estes testes tém o inconveniente de nao considerar no
seu delineamento o carater de multiplas etapas da
carcinogénese quimica, o que é importante para enten-
der o mecanismo de agao de um agente cancerige-
no. A compreenséo dos mecanismos da carcinogé-
nese por um determinado agente é cada vez mais im-

Tabela 1. Desvantagens do teste de longa duragéo para
detectar a carcinogenicidade de substancias quimicas.

cerca de cinco anos para o primei-
ro laudo de resultados

US$ 1,000,000 por substancia
testada (ST). Muitos animais,
grande quantidade de ST, ma-
nutencao cara

3. Execucao complexa: biotério, diagnéstico anatomopa-

toldgico, equipe grande

1. Duragao longa:

2. Onerosos:

Em conseqiiéncia: muitos agentes quimicos esperando pa-
ra serem examinados

portante para definir e administrar o risco imposto por
ele.

Carcinogénese de multiplas etapas e cancerigenos
quimicos

Um avango significativo no delineamento dos testes
para avaliagao da carcinogenicidade dos agentes qui-
micos foi o desenvolvimento de protocolos baseados
no conceito de carcinogénese por miltiplas etapas. Este
conceito traduz a idéia de que o desenvolvimento do
carcer é um processo que ocorre por etapas
seqlenciais, denominadas respectivamente de inicia-
G&o, promogéao, progressao e manifestagéo (Figura 2).
A carcinogénese por multiplas etapas esta bem carac-
terizada experimentalmente [16, 17] e é provavel que
também ocorra no ser humano [18, 19, 20]. Nos proto-
colos experimentais, a administragao sucessiva de di-
ferentes substancias quimicas leva a modificagao (pro-
mog&o ou inibigao) do processo de carcinogénese, in-
duzido por um cancerigeno inicial. A iniciagao est4 as-
sociada a uma alteragdo mais ou menos permanente
do DNA, induzida pela exposigdo a um cancerigeno.
Assim, agentes iniciadores sdo genotéxicos. Na pro-
mogao as células iniciadas proliferam focalmente, uma
ou mais delas evoluindo para as etapas posteriores da
carcinogénese. Assume-se que os agentes promoto-
res em geral nao sdo genotoxicos e atuam de maneira
epigenética, principalmente alterando os sinais
moleculares envolvidos no controle da proliferagéo ce-
lular [16, 17]. No entanto, cancerigenos genotoxicos
também podem ser promotores, pois podem modificar
quantitativamente o processo da carcinogénese inicia-
da com outros agentes quimicos [21, 22]. Na progres-
s&o, as células em multiplicagao evoluem para a malig-
nidade, documentada pela anaplasia, infiltragao e
metastases. Esta é a Ultima fase na qual a neoplasia
manifesta-se clinicamente. A Tabela 2 apresenta uma
proposta de classificagao dos cancerigenos quimicos,
de acordo com o seu potencial iniciador e/ou promotor
dacarcinogénese.
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Figura 2. Etapas da carcinogénese quimica e fendbmenos
biolégicos mais importantes associados a cada uma delas.
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Testes de média duragao in vivo para detecgéo de
cancerigenos

Os testes baseados no conceito de carcinogénese
por multiplas etapas caracterizam-se por tempo de exe-
cugéo reduzido a algumas semanas ou meses (testes
de média duragao). Em geral, seu protocolo caracteri-
za-se por ter duas etapas (iniciagao e promogao), e pelo
uso de um sexo de uma sé espécie animal: o rato. Em
conseqliéncia, estes testes permitem economia de ins-
talagoes, de reagentes, de animais, etc., reduzindo con-
sideravelmente o custo da avaliagao da carcinoge-
nicidade para cerca de US$ 20.000-25.000/substancia
testada. Os conceitos basicos destes testes elabora-
dos por lto e colaboradores [21] estéo na Tabela 3.
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Dentre os testes de média duragao propostos por
vérios autores destacam-se os que tém o figado como
érgao-alvo [21, 23-26]. Como grande parte dos
cancerigenos identificados pela IARC e pelo NTP sao
também hepatocancerigenos (Tabela 4) [6, 8, 10], este
teste é muito pratico para a detecgao rapida de
cancerigenos ambientais e industriais, principalmente
se usado em combinagao com os resultados dos testes
de mutagenicidade.

No protocolo proposto por Ito e colaboradores [21,
24, 26], a iniciagao é realizada pela dietilnitrosamina
(DEN), um hepatocancerigeno genotoxico (Figura 3).
Os animais sdo colocados em repouso e depois expos-
tos a substancia que se quer testar (substancia-teste,
ST), em geral via dieta e em doses definidas segundo

Tabela 2. Classificagao dos cancerigenos quimicos baseados nos efeitos de iniciacdo e promogao da carcinogénese.

Efeitos
Iniciacao Promogao Classificagao Carcinogenicidade
Forte Forte Cancerigeno primario ++ 4+
Fraca Cancerigeno primario ++
Nula Iniciador puro #
Fraca Forte Cancerigeno primario +4+
Fraca Cancerigeno primario +
Nula Iniciador puro - 4
Nula Forte Cancerigeno secundario (promotor) ++
Fraca Cancerigeno secundario (promotor) +
Nula Né&o-cancerigeno -

Tabela 3. Principios conceituais dos testes de média duragéo para avaliagéo da carcinogenicidade de substancias quimicas.

1. Cancerigenos completos tém atividade iniciadora e promotora da carcinogénese.

2. Substancias iniciadoras podem ser detectadas em testes de mutagenicidade, de curta duragao.

3. A carcinogenicidade e o organotropismo de agentes cancerigenos podem ser detectados por sua atividade promotora.

4. O potencial cancerigeno das substancias quimicas pode ser melhor avaliado pela deteccgao do seu potencial promotor, em

associacdo com testes de mutagenicidade.

Tabela 4. O figado como 6rgao-alvo da carcinogenicidade de agentes quimicos.

Substéancias cancerigenas

Ndamero de
Fonte substancias Total Teste de Neoplasia no
testadas Ames + figado
IARC* 587 110 (75%) 87 (59%)
NCI/NTP* 224 80 (54%) 80 (54%)

*|ARC, International Agency for Cancer Research; NCI/NTP, National Cancer Institute/National Toxicology Program [6, 8, 10].
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dados toxicolégicos ja conhecidos. Desta maneira, o
que se avalia € o potencial da ST promover o cresci-
mento de populagdes celulares iniciadas. A estrutura
do teste consiste de trés grupos, com 15 animais cada:
0 primeiro & o grupo experimental, com toda a seqiién-
ciadetratamentos; 0 segundo é o controle dai iniciacao,
nao expostoa ST e o terceiro é o controle da exposicao
a ST, nédo tratado com o agente iniciador da
carcinogénese.

A duragéo relativamente curta do experimento - 8
semanas - € conseguida com hepatectomia parcial (HP)
ecom o estabelecimento de end-points precoces. AHP
desencadeia proliferagéo celular difusa no 6rgao, in-
clusive das células previamente iniciadas, o que esti-
mula apromogéo da carcinogénese. End-points preco-
cessao lesbes ja caracterizadas como pré-neoplasicas,
como sao os focos de hepatécitos que expressam a
forma placentéria da enzima glutationa S-transferase
(GST-P), detectada imuno-histoquimicamente (Figura
4). Existem outras enzimas e fenétipos citolégicos que
podem servir como marcadores destes focos, mas a
GST-P € considerada a melhor delas [21, 25, 26]. O
resultado do teste é expresso em nimero e tamanho
dos focos por cm? de corte histolégico analisado. Ofe-
recendo resultados quantitativos, este teste permite até
que se avalie a magnitude relativa do potencial
cancerigeno dos agentes quimicos [22]. Muito impor-
tante, seus resultados correlacionam-se bem com os
resultados obtidos em testes de longa duragéo [27]. O
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protocolo DEN-HP foi avaliado em 242 compostos, dis-
tribuidos em quatro classes, independentemente de
serem genotdxicos ou n&o- -genotdxicos: cancerigenos
hepatacos jaconhecidos, cancerigenos especificos para
6rgéos que nao o figado, agentes nao- cancerigenos e
agentes com carcinogenicidade néo conhecida [21, 24,
26] (Tabela 5). Nestas avaliagdes, 97% dos hepa-
tocancerigenos genotéxicos e 86% dos nao- -genotoxicos
foram positivos. Os hepatocancerigenos falsos- -nega-
tivos (10%) ficaram por conta dos agentes proliferadores
de peroxissomos, que atuam negativamente sobre a
expressao da GST-P e do 4,4'-diaminodifenilmetano
(DDPM), uma substancia intermediaria em véarios pro-
cessos industriais. Os resultados demonstram umataxa
pequena (5%) de falsos-positivos, o que vem a seruma
vantagem prética do ensaio. No entanto, o sistema foi
ineficiente em detectar cancerigenos que néo sao es-
pecificos para o figado. Dos 54 cancerigenos ge-
notdxicos analisados, 65% revelaram-se positivos, a
maioria (80%) dos quais hepatocancerigenos, i.e., s6
foram detectados 20% dos cancerigenos genotdxicos
que nao tém o figado como 6érgdo-alvo. Dos 41
cancerigenos nao-genotdxicos examinados, 63% mos-
traram-se positivos no sistema, demonstrando o poten-
cial deste teste em relagao a este grupo de agentes
quimicos. A Tabela 6 apresenta véarias vantagens do
teste de média duragéo com o protocolo DEN-HP na
determinagéo da carcinogenicidade das substancias
quimicas.
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Figura 4. Foco de hepatocitos expressando a enzima glutationa s-transferase, forma placentéria, em figado de rato tratado
com dietilnitrosamina (200 mg/kg de peso, i.p) (x150, reacao imuno-histoquimica pela avidina-biotina-peroxidase).

Tabela 5. Taxa de positividade (%) de 242 compostos quimicos no teste de média duragao (protocolo DEN-HP), distribuidos
segundo resultados do teste de Ames e do potencial cancerigeno observado em teste de longa duragao.

Teste de Ames
Potencial j

2 Total
i # - Desconhecido
Hepatocancerigeno 28/29 (97)® 23/27 (86)° 0/1 (0)° 51/57 (89)
Nao-hepatocancerigeno 7/25 (28) 3/14 (21) 0/2 (0) 10/41 (24)
Né&o-cancerigeno 0/6 (0) 2/36 (06)* 0/2 (0) 2/44 (05)
Desconhecido 3/13 (23) 22/61 (36) 8/26 (31) 33/100 (33)
Total 38/73 (52) 50/138 (36) 8/31 (26) 96/242 (40)

aNegativo; 4,4'-diaminodifeniimetano (DDPM)

bNegativos; clofibrato, Di(2-etilhexil)ftalato, Di(2-etilhexil)adipato, acido tricloacético
*Negativo; Dehidroepiandrosterona

dPositivos; Malathion, Vinclozolin

Tabela 6. Vantagens do teste de média duracao para deteccao de cancerigenos quimicos no figado do rato.

. Boa correlagao com os resultados dos testes de longa duragao.

. Conclusées em prazo relativamente curto.

. Deteccéo de hepatocancerigenos nao-genotoxicos.

. Detecgao de hepatocancerigenos previamente detectados sé no camundongo.
. Uso de pequenas quantidades de substancia-teste.

. Possibilidade de quantificagao das lesdes. '

. Relagéo dose-resposta nitida, com previsibilidade da dose cancerigena.

. Economia de animais, tempo e recursos.
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Teste de média duragéo in vivo para detecgio da
carcinogenicidade em multiplos 6rgaos

Aextrema especificidade do érgéo-aivo no protoco-
lo DEN-HP, dependente do agente iniciador da carci-
nogénese, é uma limitagédo do teste, como apontadono
item anterior. Para superar esta limitagéo, Ito e colabo-
radores desenvolveram umteste de média duragéo, que
se caracteriza por desencadear a iniciagao da carcino-
génese em multiplos érgéos, as custas da utilizagao de
agentes iniciadores com diferentes 6rgéos-alvo[21, 28,
29] (Figura 5). Sua duracéo é de 20 a 28, no méaximo 36
semanas. Para a iniciagdo pode-se usar, quase simul-
taneamente, a DEN (para o figado), a N-metil-N-nitro-
sourea (MNU) (esdfago, estémago anterior e glandu-

lar, intestino delgado, rins, bexiga, tecido nervoso e
6rgéos hematopoiéticos), aN-butil-N-(4-hidroxibutil)-
nitrosamina (BBN) (bexiga), a dihidroxi-di-propilni-
trosamina (DHPN) (pulmées, tiredide e rins) e a dimetil-
hidrazina (DMH) (célons). Dependendo do nimero dos
agentes iniciadores, existem protocolos com cinco (va-
riante DMBDD) e com trés (variante DMD) agentes. Em
correspondéncia a variedade de dérgéos iniciados, ha
também uma grande variedade de end-points para ava-
liagado da positividade do composto-teste (Tabela 7).
Algumas destas lesdes tém evidente carater (pré)-
neoplésico, como as displasias, hiperplasias, adeno-
mas, papilomas e carcinomas; neste caso, a natureza
dos end-points é qualitativa. Outras lesdes tém nature-
za mais quantitativa, i.e., traduzem o potencial canceri-
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Animais : Ratos machos, 6 semanas de idade
Tratamento : DMBDD

{} : DEN, 100mg/kg, i.p.
V' :MNU, 20 mg/kg, i.p.

: BBN, 0,05% na agua de beber
v : DMH, 40 mg/kg, sc
=] : DHPN, 0,1% na égua de beber

Figura 5. Protocolo do teste de média duragdo em multiplos 6rgéos para detecgdo da carcinogenicidade de substancias
quimicas.

Tabela 7. Parametros para avaliagéo da carcinogenicidade de agentes quimicos no teste de média duragdo em mdltiplos

6rgaos.

Orgao Para analise quantitativa

Para analise da incidéncia

Cavidade nasal
Pulmao

Lingua, es6fago
Estémago anterior
Estémago glandular

Adenoma, adenocarcinoma
Hiperplasia PN

PAPG

Intestino Criptas aberrantes
Figado Focos GST-P positivos
Pancreas Focos de acinos alterados
Rim Tubulos alterados

Bexiga Hiperplasia PN, papiloma
Tiréide

Mama

Préstata

Utero

Hiperplasia PN, papiloma, carcinoma

Adenoma, adenocarcinoma

Hiperplasia PN, papiloma, carcinoma

Hiperplasia, papiloma, carcinoma

Hiperplasia adenomatosa, adenoma, adenocarcinoma
Hiperplasia adenomatosa, adenoma, adenocarcinoma
Nédulo hiperplasico, carcinoma

Foco alterado, adenoma, adenocarcinoma

Adenoma, adenocarcinoma

Hiperplasia PN, papiloma, carcinoma

Adenoma, adenocarcinoma

Adenoma, adenocarcinoma

Displasia, adenocarcinoma

Adenocarcinoma

PN, papilifera ou nodular; PAPG, glandulas piléricas alteradas, sem pepsinogénio tipo 1
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geno do agente testado se ele provocar aumento signi-
ficativo do nimero destas lesdes nos animais tratados.

A Tabela 8 demonstra a vantagem que a variante
DMD apresenta em relagao ao protocolo DEN-HP: subs-
tancias negativas neste teste revelam-se cancerigenas
para outros érgaos que nao o figado. Aquelatabelatam-
bém indica o forte organotropismo especifico que em
geral os cancerigenos quimicos tém, e demonstra que
seu potencial cancerigeno pode nao ser detectado,
quando se adota somente um érgéo como o alvo do
teste. O Caprolactam, que é o Unico agente colocado
no grupo IV da IARC [6], também foi negativo nesta
variante do teste em multiplos érgéos. Desta maneira,
verifica-se grande consisténcia entre os resultados
apresentados pelas substancias iistadas em testes de
longa duragéo e no de multiplos érgéaos [30].

Assim como o modelo DEN-HP, o modelo de multi-
plos érgdos foi avaliado com cancerigenos e
anticancerigenos conhecidos [28, 29, 30], e usado para
testar antioxidantes naturais [31, 32] e agrotéxicos [33].
Além disso, permitiu documentar os efeitos da associ-
agao de baixas doses de diferentes substancias sobre
o processo da carcinogénese [34], o que € particular-
mente interessante, pois com os protocolos convencio-
nais os estudos sobre os efeitos combinados dos agen-
tes quimicos requerem grande nimero de animais e
duragao prolongada, sendo praticamente impossivel de
seremrealizados. A Tabela 9 apresenta umacompara-
¢ao dos resultados obtidos em diferentes sistemas e a
variante DMBDD. Algumas delas, os cancerigenos nao-
genotdxicos hidroxianisole butilado (BHA), o catecol, o
3-metoxicatecol e o clofibrato, ndo sédo detectadas pelo
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sistema DEN-HP, mas o foram no teste de multiplos
6rgaos. As aminas heterociclicas (PhiIP, Glu-P-1 e
MelQ), que sdo mutagénicas e cancerigenas em tes-
tes de longa duragao, sdo também positivas neste sis-
tema de média duragao. Nestes varios experimentos,
as substancias testadas apresentaram, em todos os
casos, o organotropismo esperado, demonstrando a
consisténcia do protocolo apresentado.

Tabela 9. Consisténcia relativa entre dois testes de média duragéao
paracarcinogenicidade.

Sistema
DMBDD

Sistema
DEN + HP

Composto C M

BHA

Catecol
Catecinas
3-metoxi-catecol
Acido elagico
Quercetina
Vanilina

Sulfeto dialilico
Dissulfeto dialilico
Clofibrato

PhIP

Glu-P-1

MelQ

+ 4+ F VWV F D+ +
+ + + "o+
i zZ
m
+ + + + + +

C = Carcinogenicidade, registrada em estudos in vivode longa duragao;
M = Mutagenicidade; NE = nao examinado; Sistema DEN + HP = estudo
de média duragao no figado; Sistema DMBDD = estudo de média
duragdo em multiplos 6rgaos; BHA = hidroxianisole butilado; phIP = 2-
amino-1-metil-6-fenilimidazol-[4,5-b]piridina; GLU-P-1 = 2-amino-6-
metil-dipirido-[1,2-a:3',2-d]imidazol; MelQ = 2-amino-3,8-dimetilimidazo-
[4,5-f] quinoxaline

Tabela 8. Resultados do teste de média duragao em multiplos 6rgaos, variante DMD, para substancias negativas no teste de media duragéo no

figado.

Orgaos

Substancia- Carcino- Teste Estomago Estdmago

teste genicidade* de Ames™ Figado Pulméo Tirdide anterior glandular Bexiga Concluséo
BBN + + ? - - - - % .
3-MC + + 1 - — — - - +
DDPM " ¥ t - t - - - ¥
DMBA + + 7 - - — — — +
Catecol + - ') — — t 1 - 2
Clofibrato + - i - 4 > — 1 +
Propineb + - = =2 f - - - +
Folpet + ? - - 1 i — - +
Caprolactam - - - - - =% - - -

*Estabelecida por testes de longa duragao; “Teste de mutagenicidade com Salmonella thyphimurium.

: Aumento evidente: f Aumento: | Inibigdo — Sem efeito

BBN: N-butil-N-(4-dihidroxibutil)-nitros amina; 3-MC = 3-metilcolantremo;

DDPM = Diaminodifenilmetano; DMBA = dimetilbenzoantraceno.
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Conclusées e propostas

Em conseqliéncia do exposto, Ito e colaboradores
propuseram incluir os testes de média duragéo no flu-
xograma de decisdes sobre a carcinogenicidade dos
agentes quimicos [21] (Figura 6). Neste fluxograma
modificado, os testes de mutagenicidade constituem
uma etapa importante, mas nao decisiva. A primeira
etapadecisiva é o teste de média duragao com o proto-
colo DEN-HP. Se o agente quimico for positivo neste
teste, deve sertratado como cancerigeno. Se nao o for,
asubsténcia deve ser submetida ao teste em multiplos
érgaos quando, sendo um cancerigeno, terd chance de
revelar-se positiva, j& que este teste verifica a possibi-
lidade de estar ocorrendo o processo de carcinogénese
em praticamente todo o organismo, através da inicia-
¢éo multipla e de necrépsias completas. Somente se

SUBSTAN(l:IA - TESTE

Testes de Mutagenicidade

Genotoxi L o
c:,"':,eﬂ’“gz; Teste de média-duragéo no
possive Figado

Cancerigeno

Teste de média-duragdo em
multiplos érgéos

W S

Cancerigeno

Teste de longa-duragéo l

!

Cancerigeno

Nao-cancerigeno

Figura 6. Fluxograma para identificacdo de agentes can-
cerigenos.

continuar negativa esta substancia devera ser subme-
tida ao teste de longa duragéo, particularmente se for
de grande relevancia sécio-econémica, ou implicar em
exposicéo ampla e prolongada.

No Brasil existem varios laboratérios habilitados a
executar os testes de mutagenicidade. Resta equacionar
amaneira de definir a periculosidade e de administrar o
risco cancerigeno dos agentes quimicos, consideran-
do que os testes de longa duragéo nao séo realizados
no pais. O governo brasileiro poderia utilizar os conhe-
cimentos e os laudos gerados no exterior e adotar, caso
acaso, asregulamentagdes dos paises de origem, adap-
tando algumas medidas as condigdes nacionais, apés
ouvir especialistas da area. Esta situagao é muito pré-
xima da existente hoje; € uma solugéo préatica, imediata
e pouco onerosa. Isoladamente, porém, apresenta des-
vantagens, pois dificilmente fornecera condigbes para
realizarmos analise de risco ajustadas ao nosso pais.
Uma das razdes reside no fato de que as informagées
importadas em geral referem-se a produtos técnicos e
ndo as formulagdes utilizadas no mercado. Também
nunca estaremos cientes por completo das circunstan-
cias que envolvem a liberagao e regulamentagéo das
substancias quimicas, naqueles paises. Principalmen-
te, ndo sera criada no Brasil a massa critica necessaria
para executar testes de carcinogenicidade, com resul-
tados aceitaveis internacionalmente, ou que possa as-
sessorar adequadamente o governo.

Como alternativa, as agéncias de fomento & pesqui-
sae asindustrias deveriam investir no desenvolvimen-
to de testes de carcinogénese de média duragéo em
laboratérios de instituigdes pUblicas e privadas. Estes
s&o os testes mais adequados para avaliar o potencial
cancerigeno dos produtos que tém importancia sécio-
econdmica no contexto nacional. A adogéo desta poli-
tica, sem desconsiderar os resultados dos testes de
longa duragéo obtidos no exterior, com analise caso-a-
caso dos produtos, resultara, numa redugao mais veloz
do que a atual, do volume de substancias que aguar-
dam defini¢do sobre seu potencial cancerigeno, para
fins de registro e uso no pais.

O aumento do know-how local propiciara um ambi-
ente mais adequado para a discusséo da carcinoge-
nicidade dos agentes quimicos: por um lado, ajudara
na regulamentacédo daqueles agentes que potencial-
mente podem ser cancerigenos para o homem e, por
outro, permitird desmontar a idéia de periculosidade de
algumas substancias que estéao e devem continuar no
mercado. No geral, toda a questao de registrar ou
nao um agente quimico no Brasil serda encaminhada
de maneira a beneficiar o publico e os produtores, que
s&o ambos vitimas da desinformagéo e da ausénciade
conhecimento técnico no territério nacional.
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Summary

The most important currently available experimental tool
to identify environmental chemical carcinogens is the long-
term in vivo test with rodents. Brazil doesn’t have enough
expertise and/or suitable facilities to run such test.
Consequently, this country is absolutely dependent on
technical knowledge generated abroad about human and
environmental risks imposed by chemical compounds. Onthe
other hand, several disadvantages ofthe long-term test, such
as the complexity of its protocol, excessive time for obtaining
the conclusions and cost, imply in more convenient, alter-
native testing procedures. Herein, two in vivo tests with rats,
more advantageous than the long-term test for massive
detection of chemical carcinogens, are presented. They are
shorter running andless expensive than the conventional test.
These systems have respectively only-the-liver or multiple-
simultaneous-organs as the targets for the carcinogenic
action of the chemical agent. Both systems were validated
by testing many chemical compounds and the results
reproduced those obtained in long-term studies. The authors
pointthe advantage ofusing such testing systems in countries
like Brazil and suggest their inclusion in the sequence of
procedures used to identify carcinogens among chemicals
of public relevance.

Key words: carcinogens; environment; detection, tests;
chemical compounds; cancer, rats
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