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Estudo das alteracdes morfolégicas causadas pela uretana em mo-
delo de carcinogénese bucal DMBA-induzida*
The study of morphologic changes induced by urethane in an oral
chemical carcinogenesis DMBA-induced model
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A proposta deste trabalho resultou da necessidade de se avaliar o potencial carcinogénico da uretana, em concentragdes mais baixas, a
partir do modelo experimental de carcinogénese bucal DMBA-induzida. Cem hamsters sirios dourados foram separados em cinco grupos
experimentais. O grupo 1 recebeu aplicagdes topicas de uretana 0.5% na borda lateral da lingua; grupo 2, uretana 6%; grupo 3 uretana
0.5% + DMBA; grupo 4, uretana 6% + DMBA, e o grupo 5 — DMBA (controle positivo). Os dados obtidos mostraram que a uretana a 0.5%
e 6% ndo induziu alteragdes histologicas nos grupos 1 e 2. A formagdo de carcinomas nos animais tratados com uretana e DMBA ocorreu em
proporgdes menores quando comparada com o grupo controle positivo (DMBA). A uretana a 0.5% e 6% reduziu a carcinogenicidade do
DMBA, e ndo apresentou potencial carcinogénico de iniciagdo, promog¢do e/ou progressao.

INTRODUCAO

Diversas substincias quimicas tém o po-
tencial de iniciar e/ou promover o desenvol-
vimento de carcinomas. Este fato é
preocupante, uma vez que o ser humano esta
constantemente exposto a essas substancias
através da poluicdo e hébitos dietéticos.

A caracteristica primordial da
carcinogénese é o somatério de efeitos nas
células (HOMBURGER, 1969). Na
etiopatogenia dos carcinomas bucais, os fa-
tores locais mais envolvidos sdo o fumo, o
alcool e as radiagdes solares (PINDBORG,
1981). Para KNUDSEN et al. (1990), a die-
ta é a maior determinante da satde e doen-
¢a do homem, quando considerada tanto do
ponto de vista nutricional quanto toxicologico.

Quimicamente a uretana é definida como
qualquer éster do é4cido carbamico
(FERREIRA, 1986) e apresenta formula qui-
mica NH COOC H (MERCK, 1976). Des-
de 1943, quando NETTLESHIP,
HENSHAW, MEYER demonstraram o po-
tencial carcinogénico da uretana, experimen-
tos em animais e trabalhos de revisao tém
sido publicados (MIRVISH, 1961; FIELD,
LANG, 1988). Nota-se uma preocupagio dos
pesquisadores, uma vez que a uretana ocor-
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re naturalmente em alimentos fermentados,
tais como pdes, iogurtes, molhos de soja e
em bebidas alcodlicas como vinhos, licores,
uisque e cachaca (LOFROTH, GEJVALL,
1971; OUGH, 1976; BATTAGLIA,
CONACHER, 1990; NAGATO, 1995).

Devido ao efeito somatério sobre as cé-
lulas, todo e qualquer agente potencialmente
carcinogénico deve ser avaliado quanto a sua
acdo sobre a mucosa bucal, pois somar-se-4
aos efeitos dos demais. A boca, neste aspec-
to, constitui-se no local mais submetido a agio
carcinogénica do organismo humano, junta-
mente com a pele (HARNDEN, 1992). A
uretana apresentou potencial carcinogénico,
ap6s administracdo de altas doses
(NETTLESHIP, HENSHAW, MEYER,
1943). A necessidade de obter dados cien-
tificos sobre os riscos causados pelos baixos
niveis de uretana, aos quais o homem est4
exposto através dos alimentos fermentados e
bebidas alcodlicas, nos conduziu a realiza-
¢do deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

A amostragem consistiu de 100 hamsters
sirios dourados, com peso corporal médio
de 192g e idade média de cem dias, sem

diferencas de distribui¢cdo quanto ao sexo.
Os animais foram separados em cinco gru-
pos, com 20 espécimes cada. Estes grupos
foram divididos em subgrupos de 13 e 20
semanas, com 10 espécimes cada. Em to-
dos os animais, a aplicacgdo topica das solu-
¢des foi realizada na borda lateral direita do
ter¢co médio da lingua. Os hamsters do gru-
po 1 receberam aplicagdes topicas semanais
de uretana a 0.5%, em dias alternados. No
grupo 2, realizaram-se aplicag¢des topicas
semanais de uretana a 6%, em dias alterna-
dos. O grupo 3 recebeu aplicacdes topicas
semanais de uretana a 0.5% e de DMBA a
0.5%, em dias alternados. O grupo 4 foi
submetido ao mesmo tratamento do grupo
3, porém com a uretana a 6%. O grupo 5,
“controle/positivo”, recebeu aplicagdes topi-
cas do carcinégeno 9,10-dimetil 1,2-
benzantraceno, DMBA a 0.5%, em dias al-
ternados.

A superficie da borda lateral do tergo
médio da lingua era pincelada trés vezes por
semana, por quatro vezes consecutivas. Ao
evitar o excesso das solugdes no pincel, im-
pediu-se ao maximo a degluticio das mes-
mas pelos animais.

No final de cada periodo, realizou-se o
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sacrificio dos animais por inalagdo excessi-
va de éter sulfarico. Procedeu-se a necropsia

Tabela 1: Alteragoes macroscipicas observadas nos dois periodos experimentais, ao final de 13

da lingua, linfonodos regionais, pulmdes, fi- ~ S#Tands

gado, estdmago, intestino, rins e outros o6r- Alteracées macroscoépicas (13 semanas)

gdos. .Os espécimes .foram fixados em Grupos S Mancha Formacio
formalina a 10%, contida em frascos devi- i b Siniites
damente etiquetados e identificados, onde ¢

permaneceram por 24 a 48h. Com os teci- Grupo 1 20 100% - - -

dos incluidos er:; blgcos dg parafina, obti\g- Grupo 2 20  100% ; = z

s o dn Bun de eporne 00 [ECE T BERCER Ll
hematoxilina e eosina (H.E.). Alguns cortes Grupo 4 16 80% 4 20% = -
histolégicos dos grupos de associagio Grupo 5 3 15% 16 80% 1 2%
(uretana + DMBA) e controle positivo Total 7 1% 22 22% 1 1%

(DMBA) foram preparados para
imunohistoquimica, para a proteina p53 com
o anticorpo monoclonal, PAb 240 (DAKO).

Tabela 2: Alteragbes macroscdpicas observadas ao final de 20 semanas

. d'A (}i)ositi\l/idade para (;1 prottltina p53df0i Alteracdes macroscépicas (13 semanas)

indicada pela presenca de niicleos corados S M u

em castanho. Conforme pardmetros de Grupos e Forma.u;ao

REGEZI et al. (1995), estabeleceu-se os se- alteracdes branca exofitica

guintes escores: marcagdo negativa ( - ); 1 1 100% = N i =

marcacdo leve ( + = 3 a 9% das células grupoz 18 1800/0

marcadas); moderada (++ = 10 a 50% ) i e " - : i . ; : Iy

e intensa ( + ++ = mais de 50% ). Grupo 3 3 90% - S ; .

Grupo 4 - - 6 60% 4 40%

RESULTADOS Grupo 5 - - 2 20% 8 80%

As alteragdes macroscopicas, principal- Total 23 | 47.9% 13:1[126:5% 13 26.5%

mente manchas brancas, predominaram no
grupo 5 (DMBA), ap6s 13 semanas. Os ani-
mais dos grupos 1 e 2 (uretana 0.5% e 6%),

Tabela 3: Alteragges rrum)scépwas evidenciadas nos grupos experimentais de 13 semanas.

ndo apresentaram alteragdes nos dois perio- Aherag:ées iﬁacroscéi)icas (13 se R

dos experimentais. As manchas brancas fo-

ram mais freqiientes nos grupos 3 e 4 (uretana Careinoma Carcinoma

+ DMBA), e as formagdes exofiticas predo- Crnio Mucosa Hiperplasiae células

minaram no grupo 5 (DMBA), apos 20 se- e Displasia microinvasivo escamosas

manas (Tabelas 1 e 2; Figura 2). normal hiperceratose papiliforme
Nos grupos 3, 4 e 5, as alteragdes pequeno

epiteliais observadas no periodo de 13 se- T % n*la % n¥la % n*la % n¥a %

manas foram predominantemente displasicas. Grupo 1010 100 . :

Apos 20 semanas, os carcinomas de células Grupo2 1000 100 I . a ki ;

escamosas papiliforme pequeno predomina- 3 103 9 07 2

ram no grupo 5 (DMBA), contrastando com Grupo . i

anormalidade tecidual demonstrada nos gru- Grupo4 - : 104 D 106 @ = 3 5

pos 1 e 2 (uretana), em periodos de 13 e 20 Grupo5 = e 102 3 108 & - . - 7

semanas (Tabelas 3 e 4; Figura 3). A ex- Total 5020 4% 309 18% 5021 | 4% 00 0% 00 0%

pressdo da proteina p53 foi mais freqiiente
no grupo 5 (DMBA), conforme Tabela 5 e
Figura 4.

n* = nimero de estruturas anatémicas linguais; n** = niimero de estruturas com mucosa normal;
a = niimero de alteragdes histopatolégicas correspondentes & coluna em questdo.
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Tabela 4: Alteragées microscépicas evidenciadas nos grupos experimentais de 20 semanas.

Alteracées macroscopicas (20 semanas)
Carcinoma Carcinoma
Grupos o Hlpu:‘am Displasia FELARE -
pequeno
n*** % n*fa Y% n*fa % n*la % | n*a | %
Grupol | 1010 100 - - - - - -
Grupo2 109 100 - 10 0 - - -
Grupo3 - - - 92 22 MU | 45 B | B3
Grupo4 - . 1m 0 103 J 102 D | 4 D
Grupo5 - - - 108 J 102 D105 D]
Total 4919  388% 491 2 499 184% | 498 @ 163% | 4912  245%

n* = niimero de estruturas anatémicas linguais; n** = niimero de estruturas com mucosa normal;
a = numero de alteragdes histopatolégicas correspondentes a coluna em questao.

Tabela 5: Resultados da marcagdo imunohistoquimica nos grupos de associagdo (uretana +
DMBA) e controle positivo (DMBA), em 20 semanas.

Grupos Anticorpo p53 - clone PAb 240 Laminas perdidas
(20 senail TIB30) T % (s T % [T % e %
Grupo3 07 | D 01 D 01 D 0l 0
Grupod w {2 | 1 |2 : : 00
Grupo5 i : 08 O | 101 D 0 B
Total 3014 46T% 011 36™% 302 66% 303 10

FIG. 1: Aspecto clinico do carcinoma de célu-
las escamosas papiliforme pequeno, no grupo 4.

FIG. 2: pla.sta epitelial do tipo Darier, com
cristas epiteliais em forma de gota (80X - .H.E.)

FIG. 3: Carcinoma de células escamosas
papiliforme pequeno, com pleomorfismo celu-
lar e mitoses atipicas (160X — H.E.).

FIG. 4: Carcinoma de células escamosas
papiliforme pequeno, com marcagao leve para
p53 (160X — imunohistoquimica,).

DISCUSSAO

A grande prevaléncia de cancer bucal
se relaciona com a acdo de agentes e de
fatores fisicos e quimicos. No mundo mo-
derno, com a industrializacdo, as substanci-
as quimicas possuem grande importéncia na
inducdo de carcinomas em humanos. As
substancias quimicas, potencialmente
carcinogénicas parecem ser a causa mais
importante e conhecida de carcinomas, pois,
as freqiientes exposicdes a elas, em conse-
qiiéncia dos habitos alimentares e sociais
(bebidas alcodlicas e cigarro) e poluentes
ambientais, passaram a exercer influéncia
sobre o desenvolvimento de carcinomas
(DAHL, MILLER, MILLER, 1980).

As substancias testadas neste trabalho
foram utilizadas em associagdo e isoladamen-
te, para averiguar se a uretana seria capaz
de iniciar e/ou promover carcinomas, nas
concentracdes de 0.5% e 6%. Pesquisado-
res consideraram que a uretana tem agdo
iniciadora (NETTLESHIP, HENSHAW,
MEYER, 1943; SALAMAN, ROE, 1953) ou
promotora (SALAMAN, ROE, 1953). A exa-
ta concentracdo minima de uretana, neces-
saria para produzir carcinomas, ndo foi de-
terminada. Segundo YAMAMOTO et al.
(1990), a uretana é um carcindgeno animal
fraco, pois necessita de altas doses para pro-
duzir carcinomas em animais. Esta evidén-
cia de carcinogenicidade em animais, re-
presenta um risco para humanos (IARC,

1986).
O 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno
(DMBA), hidrocarboneto aroméatico

policiclico, age como iniciador e promotor
de carcinomas (MORRIS, 1961; ODUKOYA,
SHKLAR, 1984). Por esta razio foi utilizado
neste experimento, como controle positivo,
na concentragio de 0.5%. Neste grupo, 70%
dos animais desenvolveram carcinoma ap6s
20 semanas. O mesmo foi observado por
LIMA (1999). Em 13 semanas nio ocorreu
formacdo de carcinomas, mas as alteracdes
displasicas foram predominantes.
Macroscopicamente, as lesdes eram visiveis
a partir de 13 semanas e aumentavam de
tamanho de forma gradativa, conforme ob-
servado por FUJITA et al., 1973; FASSONI,
1992.

Em relac@o a uretana, existem estimati-
vas de que doses didrias de 10mg/kg, pro-
duziriam tumores em 50% dos animais ao
longo da vida (HARNDEN, 1992). Acredi-
tamos na possibilidade da exposi¢do huma-
na a estes niveis, pelos habitos dietéticos.
DOLL, PETO (1981), atribuiram uma mé-
dia de 35% dos canceres humanos aos fato-
res dietéticos, os quais somos capazes de
controlar. Dentre estes fatores, além do 4l-
cool e alguns acidos graxos, GREENWALD,
CLIFFORD, MILNER, em 2001, acrescen-
taram os métodos de preparagdo dos alimen-
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tos.

Neste experimento, utilizamos a uretana
diluida em 4gua com a finalidade de testar-
mos seu potencial carcinogénico, sem a in-
terferéncia do solvente. Os niveis de uretana
mais comuns & exposi¢do humana variam de
0.5% a 6%, o que justifica a escolha destas
concentragoes.

A uretana pode ser considerada um
carcinégeno dietético humano. Seu contetido
em bebidas alcodlicas e alimentos fermenta-
dos, deve ser tdo baixo quanto possivel
(SCHLATTER, LUTZ, 1990). Como doses
minimas de agentes carcinogénicos podem
produzir mudangas celulares na iniciacdo
(ODUKOYA, SHKLAR, 1984) e, conside-
rando a exposigdo humana a outros fatores
de risco e, sobretudo, a prevencdo da
carcinogénese, sugerimos que os niveis de
uretana nos produtos alimenticios devem ser
monitorados.

Os grupos 1 e 2, tratados somente com
uretana, ndo apresentaram lesdes visiveis
macroscopica e microscopicamente nos dois
periodos experimentais. Em contraste, ocor-
reram alteragdes macroscopicas nos grupos
3 (DMBA + uretana 0.5%), 4 (DMBA +
uretana 6%) e, com maior freqiiéncia, no
grupo 5 (DMBA). O mesmo ndo foi observa-
do por SALAMAN e ROE (1953), quando
aplicagdes de uretana a 20% e 6leo de créton
na pele de camundongos provocaram
papilomas cuténeos.

As alteragdes displasicas foram predo-
minantes nos grupos 3, 4 e 5 no periodo de
13 semanas, com maior indice no grupo 5.
Em 20 semanas, os carcinomas
microinvasivos manifestaram-se no grupo 3
com quatro lesdes, grupos 4 e 5 com duas
lesdes em cada grupo. Quanto aos carcino-
mas de células escamosas papiliforme pe-
queno, os grupos 3, 4 e 5 apresentaram trés,
quatro e cinco lesdes respectivamente. Ob-
servou-se uma diminuicido das alteracgdes
macroscopicas e microscopicas nos grupos
tratados com uretana e DMBA, quando com-
parados com o grupo controle positivo (gru-
po 5). Estes resultados confirmaram que a
uretana, nas concentragdes de 0.5% e 6%,
nio teve potencial de inicia¢@o, promogdo e/
ou de progressdo de carcinomas.

Os estudos sobre os efeitos
carcinogénicos da uretana comprovaram seu
potencial iniciador e promotor (NETTLESHIP,
HENSHAW, MEYER, 1943; SALAMAN,
ROE, 1953; SCHMAHL, PORT,
WARRENDORF, 1977), porém as doses
transcenderam os niveis comuns de exposi-
¢do humana.

A anélise dos 6rgdos a distdncia mostrou,
nesta metodologia, que ndo houve alteragoes
significantes macroscopica e microscopica-
mente. Estes resultados ndo sdo confirma-
dos pelos estudos da carcinogenicidade da

uretana, que mostraram desenvolvimento de
tumores no pulmdo (NETTLESHIP,
HENSHAW, MEYER, 1943), figado
(MIRVISH, 1968) e glandulas mamarias
(SCHMAHL, PORT, WARRENDORF,
1977). Esta discrepancia pode ser justificada
pelas diferencas na metodologia, com doses
sistémicas elevadas de uretana.

A expressio positiva da proteina p53 foi
predominante no grupo 5, com maior
prevaléncia de carcinomas microinvasivo e
de células escamosas papiliforme pequeno.
Este resultado confirma os achados sobre a
expressdo da proteina p53 em carcinomas
humanos, com algum grau de diferenciagao
(REGEZI et al., 1995; HOGMO et al.,
1998).

Nossos resultados sugeriram que a
uretana aplicada topicamente em concentra-
¢oes de 0.5% e 6%, ndo foi capaz de atuar
como agente iniciador, promotor e/ou de
progressdo de carcinomas. Isto significa que
os baixos niveis de uretana presentes nos ali-
mentos fermentados, por si s6, ndo apresen-
tam potencial carcinogénico para humanos.
Os estudos que comprovaram o potencial
carcinogénico da uretana, utilizaram-na em
altas doses administradas sistemicamente, o
que explica a controvérsia destes resultados.
Nas bebidas alcodlicas os niveis de uretana
sdo variveis e representam mais um dos
fatores que podem potencializar a agio de
carcinbgenos encontrados nestes produtos. E
necessdrio ressaltar que a acgdo isolada des-
tes agentes sobre a mucosa bucal ndo ocor-
re, uma vez que estamos expostos a varias
substancias quimicas, capazes de iniciar e/
ou promover carcinomas.

CONCLUSOES

Pela analise dos resultados pode-se cons-
tatar que:

® A uretana diluida em agua 0,5% e
6% nio induziu alteracdes teciduais, na bor-
da lateral da lingua e em outros érgdos de
hamsters;

® (Quando associada ao DMBA, a
uretana a 0.5% e 6% demonstrou diminui-
cdo da capacidade de formagdo de carcino-
mas;

® A positividade da marcacdo para p53
, apesar de pouco expressiva, foi mais fre-
giiente nos carcinomas desenvolvidos pelo
DMBA.

Como conclusdo, os resultados sugeriram
que a uretana, nas concentra¢des de 0.5% e
6%, reduziu a carcinogenicidade do DMBA,
e ndo apresentou potencial carcinogénico de
inicia¢do, promogdo e/ou de progressio.

ABSTRACT

The study examined the carcinogenic
potential of urethane in lower concentration
forms according to the experimental oral
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carcinogenese DMBA-induced model. One
hundred Syrian golden hamsters were
separated in five experimental groups. Group
1 received 0.5% urethane topical applications
along in the lateral border of the tongue; group
2, 6% urethane; group 3, 0.5% urethane +
9,10 dimethyl 1,2-benzantracene (DMBA);
group 4, 6% urethane + DMBA; and group
5, assigned positive control, DMBA. The
results indicated no histological alterations in
groups 1 and 2 induced by 0.5% and 6%
urethane. The formation of carcinomas in
animals treated with urethane and DMBA was
visible in lesser proportions when compared
with the positive control group (DMBA). The
0.5% and 6% urethane decreased
carcinogenicity of DMBA and did not present
carcinogenic potential for initiation, promotion
and/or its progression.

Keywords
Urethane,
carcinogenesis

oral cancer, chemical
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