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Resumo

Foram estudadas as alteragbes hepdticas induzidas quimicamente em gerbil, através de
tratamento crénico com dietilnitrosamina subcutdnea, associada ou ndo a fenobarbital oral e
diazepam intraperitoneal. As observagoes foram realizadas a partir da 252 semana, quando o
tratamento foi suspenso, até a 50° semana. A dietilnitrosamina exerceu efeito hematotoxico
acentuado, evidenciado por citomegalia, necrose multifocal, proliferagdo ductular e fibrose.
Este diminuiu intensamente com a administragdo simultanea de fenobarbital, mas o mesmo nao
aconteceu com a administragdo concomitante de diazepam. O tratamento concomitante de
fenobarbital ndo anulou a agdo carcinogénica da dietilnitrosamina, e a partir da 362 semana
ocorreram hepatocarcinomas, predominando o padrdo trabecular; j& o diazepam parece ter
diminuido o efeito hepatocarcinégeno e na 50° semana registraram-se apenas lesées pré-
neoplasicas.

Unitermos: dietilnitrosamina; fenobarbital; diazepam; gerbil; hepatotoxicidade; hepatocarci-

nogénese

Introducéo

O efeito carcinogénico da dietilnitrosamina
(DENA), um composto N-nitroso, tem sido descrito em
ratos [1-8], camundongos [2, 9-20], cobaias [2, 10,
21], hamster [2, 8, 22, 23] e gerbil [24, 25]. Atualmente
sabe-se que a DENA requer ativagdo metabdlica para
poder exercer seus efeitos téxicos e carcinogénicos
[26-29]. A metabolizagdo se da pelo sistema enzima-
tico de oxidases microssomais de fungdo mista [27,
29], dependente de citocromo P-450 [28].

O efeito organotrépico da DENA depende, parcial-
mente, da via ou local de administragdo; contudo,
parece haver uma estreita relagdo entre a metaboli-
zagdo nos diversos oOrgaos-alvo, gerando radicais
alquilantes - ion carbénio - e o efeito toxico ou carci-
nogénico das nitrosaminas [8, 27, 28, 30, 31]. O ¢r-
gao-alvo afetado mais freqiientemente é o figado [1-
22, 24, 25, 30]. Estudos da carcinogénese hepatica,

com nitrosaminas em roedores, tém demonstrado a
ocorréncia de subpopulagées hepatocelulares, que
apresentam, em estagios precoces, alteragées enzi-
maticas caracteristicas [32-39], além de hiperbasofi-
lia citoplasmaética [17, 33, 37, 40]. Essas populagoes
focais com expressdo fenotipica aberrante teriam
carater pré-neoplasico [17, 32-34, 37, 40].

O fenobarbital (FB), uma droga amplamente utili-
zada na terapia humana, é um conhecido indutor
enzimatico [41, 42] e pode modificar o metabolismo
de varias substéncias quimicas, incluindo as carcino-
génicas [41]. Estudos desta droga, quando adminis-
trada simultaneamente ao carcinégeno, tém forneci-
do resultados conflitantes na carcinogénese hepatica
em ratos [5, 43-45], porém quando administrada pos-
teriormente, tanto em ratos como em camundongos,
acelera o processo tumorigénico, ou seja, tem efeito
promotor [5-7, 19, 20, 43-57].

Dentre os diversos benzodiazepinicos, o diaze-
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pam (DZ) é a droga prescrita com maior freqiéncia.
Apesar da droga ter entrado na terapéutica ha mais de
vinte anos, ainda ndo foi exaustivamente estudado o
seu efeito na carcinogénese, o que se faz necessério
considerando que o DZ é um derivado fenil de um
composto heterociclico, semelhante ao FB. Em ca-
mundongos foi demonstrado que o DZ tem um efeito
similar ao FB na hepatocarcinogénese, isto €, exerce
efeito indutor das enzimas microssomais e do cito-
cromo P-450, e age como promotor tumoral [58]. Ja
em ratos, o DZ inibe algumas enzimas oxidativas da
fragcdo microssomal [59] e ndo tem o efeito promotor
da hepatocarcinogénese [60].

O gerbil € um pequeno roedor, de facil manejo,
adaptado como animal de laboratério e suscetivel ao
efeito hepatocarcinogénico de DENA [24, 25]. Nesse
estudo, avaliamos a resposta do gerbil ao hepatotoxi-
co e cancerigeno DENA, e a influéncia do FB e do DZ
como eventuais modificadores da indugdo de altera-
¢oes hepaticas.

Materiais e Métodos
Animais

Foram utilizados 78 gerbis machos, com quatro a
seis semanas de idade, provenientes do biotério do
Departamento de Patologia, da Universidade Federal
Fluminense. Durante o periodo de experimentacao,
os gerbis, separados por grupos de tratamento, re-
ceberam ragao comercial para cobaias do Moinho Sao
Cristévao Ltda. ad libitum e foram pesados no inicio
do experimento e, a seguir, semanalmente até o tér-
mino do tratamento. No biotério foi mantido um es-
quema de iluminagao ciclica artificial de doze horas/
dia. A temperatura era controlada durante o dia me-

Tebela 1. Tratamento dos gerbis em cada grupo de estudo.
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diante ar refrigerado, mantendo-a em torno de 20°C, a
noite o biotério permanecia a temperatura ambiente,
que variava, aproximadamente, entre 15 e 30°C.

Substancias quimicas

Foram utilizadas DENA da Sigma Chemical Com-
pany, FB e DZ da Central de Medicamentos (CEME) e
solugdo injetavel de cloreto de sédio a 0,9% do Labo-
ratério Universitario Rodolfo Albino da UFF.

Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para
formar quatro grupos experimentais (I, I, lll, IV) e
quatro grupos-controle (V, VI, VII, VIII), administran-
do-se os diversos tratamentos, durante 25 semanas,
conforme mostra a Tabela 1. O tratamento, assim
como o sacrificio de todos os animais, foi realizado
entre 14:00 e 16:00 horas. Na ocasido da pesagem
semanal, fazia-se uma observagdo individual deta-
lhada de todos os animais, registrando-se as altera-
cOes eventualmente apresentadas. Os animais foram
sacrificados mediante sobredose de éter, em duas
etapas, ao completar 25 semanas de tratamento e 25
semanas apds a suspensado deste. Os animais en-
contrados em estado agdnico também foram sacrifi-
cados e estudados, bem como os que morreram du-
rante o experimento e que ainda ndo apresentavam
autdlise acentuada.

Técnicas

Os animais foram submetidos a necropsia com-
pleta e avaliagdo macroscépica de todos os 6rgaos.
Para fins de estudo histolégico, o figado e outros 6r-
gdos que apresentavam alteragées foram fixados em

Grupo Numero de Substéncias Via de Freqiiéncia
animais quimicas administracéo
| 16 DENA Subcutanea 1 X semana
1l 16 DENA Subcutanea 1 X semana
FB Oral Continuo
1 16 DENA Subcutanea 1 X semana
BZ Intraperitoneal 2 X semana
v 16 DENA Subcutanea 1 x semana
FB Oral Continuo
Dz Intraperitoneal 2 X semana
\' 4 FB Oral Continuo
Vi 4 DZ Intraperitoneal 2 x semana
Vil 4 FB Oral Continuo
Dz Intraperitoneal 2 x semana
Vil 2 NaCl Intraperitoneal 2 x semana
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formol 10%, sendo a seguir clivados e processados
para inclusdo em parafina. Em cortes de 4 mm foram
efetuadas as seguintes técnicas de coloragdo: hema-
toxilina-eosina, tricromico de Gomory, reticulina de
Gomory, azul de toluidina pH 2,5 e, quando necessé-
rio, Sudan lll e reagdo de PAS.

Resultados
Avaliagdo do estado geral

Foram observados sinais de debilidade fisica em
alguns animais, principalmente dos Grupos | e lll, que
apresentavam prostragdo, perda de peso, pélo arre-
piado e quebradico e, por vezes, dispnéia. A distri-
bui¢éo, entre os grupos, dos animais que foram en-
contrados mortos e dos sacrificados fora das etapas
preestabelecidas, esta representada na Tabela 2.

Alteragbes macroscopicas

Grupo | - 172 a2 252 semana (n = 5)

As alteragbes mais comuns traduziam-se por su-
perficie hepatica irregular, com pontilhado esbranqui-
gado difuso e pequenos nédulos brancos esparsos. O
parénquima apresentava-se ora congesto, ora palido
e/ou amarelado.

Grupo Il - 172 3 252 semana (n = 4)

Verificou-se, exclusivamente, acentuado aumento’
do volume hepatico.

362 a 502 semana (n = 9)

Tabela 2. Mortalidade e sacrificios em cada grupo de estudo.

A superficie hepética exibia pontilhado esbranqui-
g¢ado e nédulos brancos, geralmente miltiplos, me-
dindo de 0,1 a 2 cm. Um caso exibia dois nddulos
esbranquicados, medindo 0,8 e 2 cm de didmetro, o
menor localizado no hilo e o maior invadindo o pén-
creas. O parénquima, em dois casos, mostrava-se
congesto.

Grupo |l - 182 4 252 semana (n = 4)

As alteracbes macroscépicas eram semelhantes
as que ocorriam no figado dos animais do Grupo |,
porém sem exibir nédulos.

412 2 502 semana (n = 3)

A superficie hepética irregular exibia pontilhado
esbranquigado, nédulos brancos esparsos, medindo
até 0,2 cm, e areas deprimidas avermelhadas.

Grupo IV - 172 3 252 semana (n = 6)

Verificou-se, exclusivamente, aumento do volume
hepatico.

502 semana (n = 6)

A macroscopia foi caracterizada por multiplos
nodulos brancos de didmetros variados, o maior deles
com 1 cm. Dois animais apresentavam superficie
hepadtica finamente granular e muiltiplos cistos, me-
dindo até 0,3 cm.

Nos animais dos grupos-controle V, VI, VII, VIII ndo
foi detectada nenhuma alteragdo macroscépica nas
duas etapas de sacrificio. O peso dos respectivos
figados encontra-se especificado na Tabela 3.

Primeira etapa

Segunda etapa

Niumero de

Mortos entre Sacrificados Numero de Mortos entre Sacrificados
Grupo animais al7° e 24° as 25° animais a 36 e 48° as 50°
semanas semanas semanas semanas
| 16 12° 4 0 0 0
1 16 2 5 9 85 6
1] 16 8 2 6 5¢ 1
v 16 5 5 6 0 6
Vv 4 0 2 2 0 2
Vi 4 0 2 2 0 2
Vil 4 0 2 2 1 1
Vil 2 0 1 1 0 1

‘Um gerbil estudado
“Dois gerbis estudados
“Trés gerbis estudados
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Tabela 3. Peso do figado (g).
Gl Gl GII GIV GV GVI GVII GVII

Al -3:5 .58 125 39527 - .21 .30 26
A2%:32 29 * 2.8%:3,56, .2.3-- 3.9 '35
A3 26 40 ' * 2,5 30 2,9 33

Ads 25 34 27 29 24" 2.6

A5 31 38 30 245

A6 3,0 2:552,8
A7 : 28 ¢
A8 4,65 2,9
A9 2 4,2
A10 4,6 4,0
Al 6,5 2,8
A12 3,2 3,85
A13 4,4

Al4 4,4

A15 4,1

'Em face da autélise parcial, ndo foi pesado.

Histopatologia

Grupo | - 172 & 252 semana (n = 5)
Grupo Il - 182 a4 252 semana (n = 4)

O estudo histopatoldgico do figado mostrou arqui-
teturas lobular e trabecular intensamente alteradas.
Notou-se proliferagdo ductular compacta ou formando
cistos, inclusive multiloculares, por vezes contendo
material PAS positivo. Nas areas de proliferagio
ductular compacta, as células geralmente eram ovais.
A fibrose associada a proliferagdo ductular - colan-
giofibrose (Figura 1) - variava de leve a moderada. A
proliferagdo ductular delimitava insulas de hepatdcitos
que exibiam intensa citomegalia (Figura 2), além de
necrose, tendo de permeio ninhos de macréfagos
contendo pigmento acastanhado, PAS positivo. Os
hepatécitos citomegdlicos mostravam-se intensa-
mente hipertrofiados, exibiam citoplasma ora fina-
mente vacuolizado, ora eosinofilico, por vezes con-
tendo pigmento granular acastanhado, PAS positivo.
Os nlcleos centrais eram volumosos, com cromatina
finamente granular e nucléolo central proeminente,
geralmente Unico; a presenga de pseudo-inclusdo
nuclear eosinofilica era freqiiente. Havia focos e areas
de células claras, sendo mais freqlientes no Grupo I.
As dareas de células claras eram constituidas de he-
patécitos aumentados em tamanho, com citoplasma
de aspecto vazio e nucleos de aspecto e tamanho
normais. Apenas dois casos do Grupo | apresentaram
focos de células basofilicas, cujos hepatdcitos eram
menores e exibiam, quando corados com azul de to-
luidina, coloragdo hiperbasofilica; os nucleos eram
centrais, de tamanho ligeiramente aumentado, com
nucléolo central (Tabela 4).
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Figura 1 - Grupo lll A2 - 24 semana - Figado exibindo
area de proliferagdo ductular e fibrose (colangiofibrose).
Tricromico de Gomorv 400 x.

Figura 2 - Grupo | A1 - 172 semana - Hepat6citos citome-
gélicos de permeio a proliferagdo de células ductulares.
HE 1.600 x.

Grupo Il - 172 a4 252 semana (n = 6)
Grupo IV - 172 4 252 semana (n = 6)

O tecido hepatico mostrava discreta distorgdo da
arquitetura lobular e trabecular devida a necrose
multifocal e proliferagdo ductular. Havia de permeio
macrofagos com pigmento acastanhado, PAS-positi-
vo e, as vezes, infiltrado inflamatério misto ou de
mononucleares. Algumas areas de proliferagdo duc-
tular eram compactas, constituidas por células ovais.
A fibrose associada a essas alteragdes, quando pre-
sente, era leve. Os hepatdcitos exibiam volume au-
mentado, bem como nucleo volumoso e nucléolo
proeminente, ambos de localizagdo central. Havia
focos e areas de células claras, eosinofilicas e baso-
filicas (Figura 3), sendo estas ultimas as mais fre-
qlientes. Apenas um caso do Grupo Il exibia, tam-
bém, nddulos hiperplasicos com caracteristicas tin-
toriais basofilica e mista (células claras e basofilicas).
As caracteristicas citoplasmaticas das células claras,
eosinofilicas e basofilicas correspondiam as descri-
tas anteriormente (Tabela 4).
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Tabela 4. LesGes hepaticas induzidas em gerbis, registradas entre a 172 e a 25° semanas.

Grupo Proliferagdo Fibrose Focos e dreas/populagdo hepatocelular

Nédulos/populagédo hepatocelular

ductular
Clara Eosinofilica Basofilica Mista Clara Eosinofilica Basofilica Mista
I
Al +++ +/- - - - - - - - -
A2 b + ++ - + - - - - -
A3 ++ + 4 - - - - - - -
A4 ++ + ++ - - - - - - -
A5 ++ +/- ++ - + - - - - -
Il
A1l - - - + - - - - - -
A2 +/- - + + + - - - + +
A3 +/= +/- + ++ ++ - - - - -
A4 +/- - - - ot - - - - -
A5 - - - + ++ 2 3 - r -
A6 - - + + ++ - - - - -
]|
Al +++ ++ - - - - - - - -
A2 +++ 4 ++ - - - - - - -
A3 +++ ++ - - - - - - - -
A4 ++ + - - - - - - - -
v
Al - - - - - - 2 - £ -
A2 +/- +/- + - ++ - - - - -
A3 +l- +/- - - ++ - - - - -
A4 +/- +/- - + ++ . - 8 . ”
A5 +/- +/- - + ++ - - - - -
A6 +/- +/- - + ++ - - - - -
- Ausente | DENA
+ Leve Il DENA + FB
++ Moderada Ill DENA + DZ

+++ Acentuada
+/- Muito discreta

Figura 3. Grupo Il A5 - 25 semana - Figado apresentando
foco de células basofilicas. Azul de toluidina 400 x.

Grupo Il - 362 a 502 semana (n = 9)
Grupo IV - 502 semana (n = 6)

O tecido hepético mostrava distorgdo leve a mo-
derada das arquiteturas lobular e trabecular. Havia

IV DENA + FB + DZ

focos esparsos de esteatose, necrose e proliferagao
ductular, ora compacta, ora cistica e multilocular,
tendo de permeio macréfagos com pigmento acasta-
nhado, PAS positivo, infiltrado mononuclear ocasio-
nal e fibrose leve. Os hepatécitos exibiam volume
aumentado, bem como ntcleo volumoso e nucléolo
proeminente, ambos de localizagdo central. No Grupo
Il foram observadas areas de células eosinofilicas e
basofilicas, assim como nédulos hiperplasicos com
essas caracteristicas tintoriais (Figura 4). A maioria
dos nédulos basofilicos mostrava populagdo hetero-
génea com clones mais hiperbasofilicos que outros. A
organizagdo dos hepatdcitos nos nddulos hiperplasi-
cos mais volumosos era feita em laminas duplas. No
Grupo IV foram observadas areas de células claras,
eosinofilicas e basofilicas, assim como nédulos hi-
perplasicos com as mesmas caracteristicas tintoriais
e outros com populagdo mista de células claras e
eosinofilicas (Tabela 5).

Em todos os casos havia nédulos neoplasicos
hepaticos, Unicos ou multiplos, € um caso mostrava
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Figura 4 - Grupo Il A8 - 482 semana - Figado apresentando
nédulo hiperplasico basofflico. Azul de toluidina 400 X.

invasdo de pancreas, omento e duodeno, bem como
dos linfonodos do hilo hepético. O grau de diferencia-
¢ao variava de pouco a bem diferenciado. Conforme o
aspecto celular predominante e/ou arranjo das célu-
las, os hepatocarcinomas foram classificados em tra-
becular, de células claras, sdlido, de células fusifor-
mes e pleomérfico. O padrdo adenomatoso sé ocorria
em dreas dessas neoplasias, sem chegar a ser o
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padrdo predominante. Nessas areas, os hepatécitos
neoplasicos cubdides constituiam estrutura de as-
pecto pseudoglandular tubular (Tabela 6).

Hepatocarcinoma trabecular (Figura 5): foi a forma
mais freqliente. As células neoplasicas, semelhantes
aos hepatécitos, formavam trabéculas de duas ou
mais camadas de espessura. Esses corddes celula-
res se alternavam com canais vasculares semelhan-
tes a sinusoides. Os hepatécitos neoplasicos apre-
sentavam basofilia citoplasmatica quando corados
com azul de toluidina; a relagdo nucleo-citoplasma
estava aumentada e os nucléolos eram proeminentes.
As figuras de mitose eram muito freqilientes em cinco
destes nédulos, trés do Grupo |l e dois do Grupo IV,
sendo que algumas eram atipicas. Dos 16 hepatocar-
cinomas trabeculares, quatro do Grupo Il e seis do
Grupo IV eram delimitados por capsula fibrosa, as
vezes incompleta; cinco destes nédulos, um do Grupo
Il e quatro do Grupo IV, exibiam reacao inflamatéria
circunjacente, predominantemente mononuclear. O
estroma de todos os nédulos era delicado; quatro
casos do Grupo Il exibiam areas de necrose, e trés
nédulos do Grupo IV apresentavam-se completa-
mente necrosados.

Tabela 5. LesGes hepaticas induzidas em gerbis, registradas entre a 362 e a 50® semanas.

Grupo Proliferagdo Fibrose

Focos e areas/populagdo hepatocelular

Noédulos/populagdo hepatocelular

ductular
Clara Eosinofilica Basofilica Mista Clara Eosinofilica Basofilica Mista

I
A7 - +- - + - - - + 2 -
A8 ++ +/- - + ++ - - ++ ++ -
A9 ++ +/- - ++ + - - + + :
A10 + +/- - ++ ++ - - ++ ++ -
Al1 + - - ++ ++ - - ++ + =
Al12 +/- - - ++ ++ - - + + -
A13 + - - + + - - ++ + =
Al4 + - - + ++ - - ++ + 2
A15 + +/- - - ++ - - ++ e -

i
A5 ++ +/- - ++ ++ - + - + -
A6 ekt + e - - - - - 5 =
A7 b + - + + - - + + +

v
A7 ++ e - - ++ - - + - -
A8 ++ +/- + ++ ++ - - + -
A9 + + + ++ ) ++ - - - + +
A10 + + + ++ ++ - - ++ ++ -
A1 4 + + b e - + b epeb o
Al12 Es + - ++ ++ - - e ++ ++
- Ausente Il DENA + FB
+/- Muito discreta Il DENA + DZ
+ Leve IV DENA + FB + DZ

++ Moderada
+++ Acentuada
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Figura § - Grupo Il A8 - 482 semana - Hepatocarcinoma
trabecular. HE 400 x.

Hepatocarcinoma de células claras (Figura 6):
apenas um animal do Grupo Il exibia nédulo neopla-
sico ndo encapsulado constituido por ninhos de cé-
Julas claras volumosas, poliédricas, com citoplas-
ma de aspecto vazio, os quais eram delimitados por
estroma bem desenvolvido. Havia areas de necrose.
Os hepatécitos neoplasicos exibiam relagdo nucleo-
citoplasma ligeiramente aumentada e nucléolo proe-
minente. As figuras de mitose eram muito freqiientes.

Hepatocarcinoma sélido (Figura 7): esse tipo de
tumor, presente em dois casos do Grupo Il e em trés
animais do grupo IV, exibia padrdo celular uniforme;
os hepatdécitos neoplasicos, quando corados com azul

Figura 6 - Grupo Il A8 - 482 semana - Hepatocarcinoma de
células claras. HE 400 x.

de toluidina, mostravam-se basofilicos. A relagéo
nucleo-citoplasma estava aumentada e os nucléolos
eram proeminentes. Todos esses nédulos apresenta-
vam mitoses, cuja freqliéncia era baixa, moderada ou
alta e com formas atipicas. O arranjo das células era
compacto e o estroma, delicado, exceto em um caso.
Alguns desses nédulos exibiam necrose e cépsula
fibrosa pouco desenvolvida.

Hepatocarcinoma de células fusiformes (Figura 8):
um animal do Grupo. Il apresentava, entre outros
nodulos neoplésicos, um constituido por células que
exibiam pleomorfismo, predominando as formas a-
longadas. A relagdo nucleo-citoplasma estava au-

Tabela 6. Hepatocarcinomas induzidos em gerbis, registrados entre a 362 e a 50° semanas.

Grupo Padrédo histolégico
Trabecular Células Sélido Fusiforme Pleomérfico Misto
claras
I
A7 1
A8 1 1
A9 1
A10 1
A11 2 1
Al12 1
A13 2
Al14 1 1
A15° 1
v
A7 5
A8 1 1
A9 1
A10 1
Al1 1
A12 1 2
Il DENA + FB

IV DENA + FB + DZ
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Figura 7 - Grupo Il A7 - 362 semana - Hepatocarcinoma
s6lido. HE 400 x.

de células fusiformes. HE 400 x.

mentada e os nucléolos eram proeminentes. As figu-
ras de mitose eram muito freqiientes e geralmente
atipicas. O estroma era mixomatoso e havia extensa
necrose central. Este nédulo era delimitado por rea-
¢ao inflamatéria mononuclear.

Hepatocarcinoma pleomérfico (Figura 9): as célu-
las neoplasicas exibiam acentuado pleomorfismo,
inclusive formas gigantes, bi ou multinucleadas. Os
nicleos eram intensamente hipercromdticos, com
nucléolos proeminentes, tnicos ou multiplos. As mi-
toses eram pouco freqiientes. O estroma era mixo-
matoso e havia extensa necrose central. Esse nodulo,
presente em um animal do Grupo ll, era delimitado por
reacgdo inflamatéria mononuclear.

Hepatocarcinoma misto: dois animais exibiam
nédulos neoplésicos encapsulados,  cuja populagao
celular era organizada ora em trabéculas, ora em for-
magdes pseudo-glandulares (Figura 10) ou em areas

sélidas. As figuras de mitose eram muito freqlientes,

com raras formas atipicas. Em um desses nddulos
neoplasicos do Grupo Il o estroma era delicado, en-
quanto que no outro do Grupo IV era bem desenvol-
vido.
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Figura 9 - Grupo Il A14 - 502 semana - Hepatocarcinoma
pleomérfico. HE 1.600 x.

Figura 10 - Grupo Il A14 - 502 semana - Area adenomatosa
em hepatocarcinoma misto. HE 1.600 x.

Grupo Il - 412 a 502 semana (n = 3)

O estudo histolégico do figado mostrou distorgao
das arquiteturas lobular e trabecular, que em um caso
era intensa. A distorgao devia-se a presenga de focos
esparsos de esteatose, necrose e proliferagdo ductu-
lar cistica, inclusive multilocular, por vezes contendo
material PAS positivo. Nas areas de proliferagéo duc-
tular havia, de permeio, macréfagos com pigmento
acastanhado, PAS positivo e fibrose leve. Os hepa-
técitos exibiam volume aumentado, bem como nucleo
volumoso, com cromatina finamente granular e nu-
cléolo proeminente, ambos de localizagao central.
Havia, ainda, raros hepatécitos citomegalicos isola-
dos. Foram observadas areas de células raras, eosi-
nofilicas e basofilicas, bem como nédulos hiperplasi-
cos com as mesmas caracteristicas tintoriais, sendo
um deles misto (células claras e eosinofilicas) (Tabela
5).

Grupos V (n=2),VI(n=2),VIl(n=2)e VIl (n=1)
- 252 semana

Grupos V (n=2),VI(n=2),Vil(n=1)e Vil (n=1)
- 502 semana :
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Além dos animais dos grupos-controle, descritos
na metodologia, foi estudado o figado de nove gerbis
machos, provenientes da mesma coldnia e com idade
comparavel a dos animais tratados, correspondendo
dois ao primeiro periodo de observagdo e sete ao ul-
timo. O tecido hepatico de todos os gerbis dos grupos-
controle, bem como dos testemunhas, ndo apresen-
tou qualquer alteracdo histopatoldgica, exceto pelo
aumento de volume dos hepatécitos nos animais que
receberam FB.

Discusséo

Verificamos que os gerbis tratados apenas com
DENA (Grupo 1) ndo sobreviveram além da 25% se-
mana. As alteragdes do parénquima hepatico consis-
tiam em proliferacdo ductular, intensa citomegalia,
além de necrose multifocal, sendo resultado do efeito
citotoxico da DENA, como descrito por Farber [33].
Acreditamos que a alta mortalidade neste grupo seja
devida diretamente ao efeito citotéxico do carcinége-
no, uma vez que os gerbis que receberam tratamento
combinado, principalmente aquele associado ao FB,
sobreviveram até a ultima etapa de observagédo. O FB
comprovadamente induz as enzimas oxidativas he-
paticas [38, 41, 42, 58, 59, 61], diminuindo o efeito
citotoxico da DENA, ao passo que, em relagdo ao DZ,
o efeito indutor enzimatico s6 é descrito em camun-
dongos [58]. Além das alteragdes citotdxicas, foram
observados focos e areas de células claras e de célu-
las basofilicas, lesdes estas que exprimem alteragdes
fenotipicas reconhecidas como um estagio precoce
da carcinogénese hepatica [17, 32-34, 37, 40, 62, 63].

Os animais que receberam DENA associada ao DZ
(Grupo lll), até a 252 semana, exibiam também lesdes
decorrentes da hepatotoxicidade, inclusive com fibro-
se acentuada, e apenas um caso apresentou focos de

células claras. Entre a 412 e a 502 semana, as altera- .

¢oes conseqiientes ao efeito citotdxico eram menos
evidentes, e prevaleciam focos e nédulos fenotipica-
mente alterados, lesdes essas descritas como esta-
gios evolutivos da hepatocarcinogénese [17, 33, 34,
37, 62-65). O DZ administrado concomitantemente
parece nao diminuir o efeito hepatotéxico da DENA no
gerbil, porém aumentou a sobrevida dos animais, uma
vez que varios gerbis suportaram o tratamento e mais
tarde foram registradas lesées pré-neoplésicas. A
auséncia de hepatocarcinoma nestes animais pode
dever-se a dose total de DENA ter sido inferior a utili-
zada por Green e Ketkar [25], uma vez que o trata-
mento foi suspenso na 252 semana, enquanto que
esses autores administraram a DENA durante toda a
vida dos animais. O DZ aparentemente ndo anula,
mas parece diminuir o efeito carcinégeno da DENA, e
esta agdo pode ser conseqliéncia do efeito inibidor
enzimético do DZ, como descrito em figado de ratos

[59]. Green e Ketkar [25] relatam que o DZ, quando
administrado concomitante a DENA, no gerbil, blo-
queia mais de 50% de sua atividade hepatocarcino-
génica.

Os animais que receberam DENA associada ao FB
(Grupo 1l) e os tratados com DENA, FB e DZ (Grupo
IV) apresentaram resultados semelhantes entre si.
Até a 25% semana, as alteragbes histopatologicas
hepaticas decorrentes do efeito citotéxico da DENA,
como proliferagdo ductular, necrose multifocal e fi-
brose, eram muito discretas, quando ndo ausentes, e
os hepatdcitos apresentavam-se hipertrofiados. O
FB, sendo um indutor enzimético e, portanto, acele-
rando a metabolizacdo da DENA, diminuiu de maneira
acentuada as alteragdes histopatolégicas que caracte-
rizam o efeito citotoxico do carcinégeno.Nessa primei-
ra etapa de observagdo, havia varios focos e areas
de hepatécitos fenotipicamente alterados, predo-
minando os constituidos de células basofilicas. Esses
resultados, quando comparados com oS grupos ex-
perimentais que ndo receberam FB (Grupos | e lll),
indicam um aumento consideravel desses focos e
areas citologicamente semelhantes dos elementos
celulares dos nodulos hiperplasicos, estagio este que
pode evoluir para hepatocarcinoma [17, 33, 34, 37, 62-
65]. Nao ha dados com relagdo ao uso da DENA as-
sociada ao FB no gerbil, mas comprovamos que, até a
suspensdo do tratamento, o figado dessa espécie
respondeu de maneira semelhante a observada em
ratos, no que se refere a indugao de lesdes pré-neo-
plasicas [5].

Conseqlientemente ao efeito protetor do FB sobre
a hepatotoxicidade da DENA, todos os animais so-
breviveram as 25 semanas de tratamento e, a partir
da 362 semana, comegaram a surgir tumores hepati-
cos. Os gerbis do Grupo Il (DENA e FB) exibiram um
total de 14 hepatocarcinomas, que foram classifica-
dos como oito trabeculares, dois sélidos, um de célu-
las claras, um de células fusiformes, um pleomérfico e
um misto. Ja os gerbis do Grupo IV (DENA, FB e DZ)
apresentaram um total de 13 hepatocarcinomas, en-
tre os quais oito eram trabeculares, quatro sélidos e
um misto. Em ambos os grupos ocorreu um predomi-
nio de hepatocarcinomas de padrio trabecular, de-
monstrando que o gerbil responde de maneira similar
ao rato, no que se refere ao tipo histolégico de tumor
induzido com maior freqiiéncia [6, 36].

Na ultima etapa de observagdo, os animais trata-
dos com DENA e FB (Grupo 1l), bem como os que
receberam DENA, FB e DZ (Grupo IV), além dos
hepatomas, exibiam alteragdes histopatolégicas de-
vidas a citotoxicidade do carcinégeno, porém eram
leves. Quanto as lesdes pré-neopldsicas, em ambos
os grupos havia a presenga simultdnea de focos, areas
e nodulos de células claras, e muitos dos noédulos
basofilicos apresentavam clones hiperbasofilicos.
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Portanto, parece correta a afirmagdo de que os focos
e areas fenotipicamente alterados e citologicamente
semelhantes aos elementos celulares dos nédulos
hiperplasicos sio alteragdes preliminares necesséa-
rias para a formagdo de neoplasias benignas, com
ocasional progressdo para hepatocarcinomas [17, 33,
34, 37, 62-65].

Com base nos resultados morfolégicos, referentes
a hipertrofia dos hepatdcitos, acreditamos que, no
gerbil, o FB age realmente como indutor enzimatico,
“de forma similar & descrita em figado de ratos [38, 42,
58, 59, 61). JA o DZ poderia ter efeito inibidor de al-
gumas enzimas microssomais, semelhante ao obser-
vado em ratos [59]. Contudo, o DZ parece nao inter-
ferir na agdo do FB, tanto no que se refere a indugao
enzimatica quanto ao seu efeito na hepatocarcino-
génese, uma vez que os resultados do Grupo Il (DENA
e FB) e do Grupo IV (DENA, FB e DZ) foram similares
e todos os animais desenvolveram hepatocarcino-
mas, as vezes multiplos. Por ultimo, consideramos
que o gerbil € uma espécie animal adequada para o
estudo da carcinogénese hepatica.

Summary

Chemically induced hepatic changes were studied in
gerbils submitted to a chronic subcutaneous treatment of
diethylinitrosamine in association or not with oral pheno-
barbital administration and diazepam intraperitoneally in-
jected. The treatments were carried out for twenty-five
weeks and morphological studies were performed between
the 25" and the 50" week. Diethyinitrosamine was a potent
hepatotoxic agent causing cytomegalia, multifocal necro-
sis, ductular proliferation and fibrosis. Such effects were
markedly reduced following simultaneous administration of
phenobarbital. Moreover, hepatocarcinomas were obser-
ved (mainly with a trabecular pattern) on the 36" week.
Concomitant treatment of diazepam did not alter the hepa-
totoxicity but could diminish the hepatocarcinogenic effect
of diethyinitrosamine because only preneoplastic lesions
were registered at the 50" week.

Key words: diethylnitrosamine; phenobarbital;, diaze-
pam; gerbil; hepatotoxicity; hepatocarcino-
genesis
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