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RESUMO 
 

 

Objetivo: Avaliar a influência da instilação intrapulmonar de Benzo[a]pireno na 
apoptose pulmonar de ratos Wistar. Métodos: Rattus norvegicus albinus, 
linhagem Wistar machos foram submetidos à instilação intra-pulmonar da 
diluição em álcool 70% de Benzo[a]pireno (B[a]P). Foram formados três grupos 
experimentais com 08 animais cada: Grupo Controle (álcool 70%); Grupo B[a]P 
40 mg/kg; e Grupo B[a]P 80mg/kg, submetidos a eutanásia 16 e 18 semanas 
após o procedimento experimental. As secções pulmonares foram processadas 
pelo método TUNEL e submetidas à análise histomorfométrica para 
quantificação do número de células apoptóticas. Resultados: Após 16 
semanas, a média do número de células apoptóticas do grupo controle 
(19,3±3,2) mostrou-se maior que o grupo 40mg/Kg (11,8±1,9; p<0,01) e 
80mh/Kg (7,0±1,4; p<0,01). Diferença significante foi também observada entre 
os grupos 40mg/Kg e 80mg/Kg (p<0,05). Após 18 semanas, a média do 
número de células apoptóticas do grupo controle (18,0±2,2) mostrou-se maior 
que o grupo 40mg/Kg (8,8±1,7; p<0,01) e 80mh/Kg (5,5±1,3; p<0,01). Não foi 
observada diferença significante entre os grupos 40 e 80mg/Kg (ns). 
Conclusão: A instilação intrapulmonar de Benzo[a]pireno induziu diminuição 
significativa da atividade apoptótica em tecido pulmonar.  
 
Descritores: Apoptose. Benzo[a]pireno. Carcinogênese. Neoplasias 
Pulmonares.  



 

ABSTRACT 
 
 
 
Purpose: To evaluate the influence of pulmonary instillation of Benzo[a]pyrene 
in lung apoptosis of Wistar rats. Methods: Male Rattus norvegicus albinus, 
Wistar lineage was carried through an intra-pulmonary instillation of the 
Benzo[a]pyrene (B[a]P) dilution in alcohol 70%. Three experimental groups had 
been formed with 08 animals each: Control Group (Alcohol 70%); B[a]P Group 
40 mg/kg; e B[a]P Group 80mg/kg, submitted to euthanasia 16 and 18 weeks 
after the experimental procedure. The pulmonary sections had been processed 
by TUNEL method and submitted to the histomorphometric analysis to quantify 
the apoptotic cell number. Results: After 16 weeks, mean of apoptotic cells 
number in control group (19.3±3.2) was greater than 40mg/Kg group (11.8±1.9; 
p<0.01) and 80mg/Kg group (7.0±1.4; p<0.01). Significant difference also 
observed between 40mg/Kg and 80mg/Kg (p<0.05). After 18 weeks, mean of 
apoptotic cells number in control group (18.0±2.2) was greater than 40mg/Kg 
group (8.8±1.7; p<0.01) and 80mg/Kg group (5.5±1.3; p<0.01). Significant 
difference wasn’t observed between 40mg/Kg and 80mg/Kg (ns). Conclusion: 
Intra-pulmonary instillation of Benzo[a]pyrene induces significant decrease of 
apoptotic activity in lung tissue.  
 
Key words: Apoptosis. Benzo[a]pyrene. Carcinogenesis. Lung Neoplasms.  
 



 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer de pulmão é um dos mais prevalentes tipos de câncer no 

mundo, e sua mortalidade tem permanecido elevada há muitos anos. A 

ausência de sintomas nas fases iniciais faz com que a maioria dos pacientes 

seja diagnosticada em fase metastática da doença, tornando a pesquisa de 

instrumentos para diagnóstico precoce um grande desafio para otimização da 

abordagem terapêutica deste tipo de câncer.  

Constitui a neoplasia de maior mortalidade nos dias atuais. Segundo o 

Instituto Nacional de Câncer, apresenta um aumento de 2% ao ano na sua 

incidência mundial e soma anualmente cerca de 1,2 milhões de novos casos. 

(BARROS et al., 2006; SANGRAJRANG et. al., 2003) 

A maior parte dos casos acomete indivíduos entre 50 e 70 anos de idade 

e, embora fosse inicialmente uma doença epidêmica entre homens em nações 

industrializadas, o câncer de pulmão tornou-se uma doença cada vez mais 

comum entre as mulheres, devido principalmente a aceleração no consumo do 

tabaco e à difusão do tabagismo na população feminina. Além do tabagismo, 

outros fatores tradicionalmente aceitos são: presença de doença pulmonar 

preexistente, exposição ocupacional (asbesto, urânio, cromo, agentes 

alquilantes, entre outros), história familiar de câncer de pulmão e neoplasia 

pulmonar prévia. (GUERRA, GALLO, MENDONÇA, 2005, LOPES-GONZALES 

et. al., 2004, World Health Organization, 2002) 

O acúmulo de alterações que ocorrem de forma espontânea ou induzida 

na estrutura ou expressão de determinados genes tem um papel importante no 

desenvolvimento do câncer. Essas mutações genéticas ocorrem continuamente 

e são reparadas pelo mecanismo de defesa celular, que exerce controle sobre 

o crescimento, a latência e a apoptose celular. A presença de falhas no 

mecanismo de defesa, herdadas ou geradas por mutações, possibilita a 

reprodução de clones de células resistentes à indução para a fase de latência, 

ou à apoptose e ao controle de crescimento, podendo dar origem ao 

desenvolvimento de neoplasias. (MIRANDA et al., 2003, FONG et al., 2003) 
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A poluição ambiental e o hábito tabágico são as principais fontes de 

inalação dos agentes carcinogênicos, como hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos, produtos de combustão incompleta de matéria orgânica difundidos 

no ambiente. O benzo[a]pireno (B[a]P) é um hidrocarboneto aromático 

policíclico com extenso poder carcinogênico reconhecido.(AGEN et al., 2001) 

O benzo[a]pireno é um elemento químico encontrado no tabaco cuja 

relação com o desenvolvimento do câncer tem sido mostrada em diversos 

estudos. Sua concentração ocorre normalmente entre 20 e 40 ng/cigarro e 

pode levar à formação do tumor por mecanismos multifatoriais. Após iniciadas 

as reações à sua presença, o B[a]P reage preferencialmente com a ligação 

guanina nos códons 157, 248 e 273 do gene p53 das células normais do 

epitélio bronquial, e esta reação tem sido identificada como um ponto chave na 

mutagênese do câncer de pulmão. (AGEN et al., 2001) 

Os efeitos mutagênicos e carcinogênicos do B[a]P tem sido bem 

documentado em humanos, animais e células sistêmicas de mamíferos. No 

geral, está entre os mais potentes agentes cancerígenos experimentais 

conhecidos, levando à formação de metabólitos ativos que causam importantes 

danos ao DNA. (PEI et al., 1999) 

A apoptose ou morte celular programada é um processo altamente 

organizado para eliminar as células danificadas ou anormais, e ocorre em 

várias situações fisiológicas e patológicas, representando um mecanismo 

comum de reposição celular e remodelação tecidual, estando grandemente 

envolvida na manutenção da homeostase em organismos multicelulares. 

(TARAPHDAR, ROY, BHATTACHARYA, 2001; CARNEVALI et al., 2003) 

Em função da desregulação da apoptose no câncer, estudos que 

definam o potencial de marcação da apoptose como um fator prognóstico ou 

preditivo no câncer merecem especial atenção. Adicionalmente, contribui para 

a cacinogênese pela criação de um ambiente permissivo à instabilidade 

genética e acumulação de mutações, promovendo resistência à destruição 

imunológica e levando à desobediência de pontos no ciclo celular que 

normalmente induziriam à apoptose. (WALASZEK, HANAUSEK, 2000) 
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A busca por marcadores séricos ou teciduais que permitam o 

diagnóstico precoce do câncer de pulmão é uma aspiração antiga. Os 

marcadores tumorais deveriam ser, em tese, produtos tumorais que fossem 

detectados antes mesmo do desenvolvimento macroscópico do tumor, 

permitindo a intervenção médica antes do processo de invasão tumoral, 

angiogênese e disseminação metastática. Ao longo das últimas décadas, 

vários marcadores tumorais foram descritos e estudados, porém nenhum deles 

conseguiu alcançar os objetivos propostos, ou seja, detecção precoce e precisa 

do tumor. (PACHECO, PASCHOAL, CARVALHO, 2002) 

A despeito das implicações da relação entre apoptose e câncer, a 

significância da apoptose como um indicador biológico das neoplasias, 

especialmente como um fator prognóstico, ainda não está bem estabelecida. 

Muitas investigações prévias conduzem a resultados contraditórios. Alguns 

estudos demonstram que altos níveis de apoptose representam um prognóstico 

ruim, outros demonstram que alta ocorrência de apoptose levam a um bom 

prognóstico, e outros não demonstram relação da apoptose com o prognóstico 

do câncer. (TANAKA et al., 1999) 

Biomarcadores que definam o grau de risco de pacientes com câncer de 

pulmão ou nódulos pulmonares poderiam aumentar a capacidade de 

diagnóstico, complementando os estudos de imagem e reduzindo o tempo de 

conclusão diagnóstica para as neoplasias pulmonares. (PATZ et al., 2007) 

Com base na clara necessidade de estabelecimento da identificação de 

biomarcadores que possam prover mecanismos diagnósticos e prognósticos do 

câncer de pulmão, propôs-se este estudo, intencionando-se analisar o grau de 

apoptose e sua variação secundárias às alterações teciduais induzidas por 

substância conhecidamente carcinogênica.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. CÂNCER DE PULMÃO  

 

O câncer de pulmão é considerado a mais comum doença maligna e 

uma crescente causa global de óbitos. Atualmente o adenocarcinoma é o tipo 

histológico mais comum em ambos os sexos, raças e todas as faixas etárias, e 

a despeito dos significantes avanços ocorridos nas últimas décadas no 

tratamento do câncer de pulmão, a sobrevida dos pacientes persiste pequena. 

(SHAN et al., 2006; TOH et al., 2007) 

Os dois principais tipos histológicos diferenciados do câncer de pulmão 

são: carcinoma de pequenas células e carcinomas de células não pequenas. O 

carcinoma de células não pequenas representa cerca de 85% dos casos de 

câncer de pulmão e apresenta vários subtipos histológicos diferentes, sendo os 

mais importantes: carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma 

e carcinoma de grandes células. (ROSELL et al., 2005; TARON et al., 2005; 

MILLER et al., 2004) 

O prognóstico para ambos os tipos é pobre, sendo a sobrevida global 

por cinco anos para pacientes com carcinoma de pequenas células em estágio 

limitado é cerca de 20% e para pacientes com estágio extenso é menor que 

1%. Em carcinomas de células não pequenas, a sobrevida global por cinco 

anos de pacientes em estágio IA é 67% e para pacientes em estágio IIA cai 

para 55%. Em pacientes no estágio IIIA da doença, apenas 23% sobrevivem 

por cinco anos após a cirurgia, enquanto em pacientes em estágio IV a 

sobrevida é menor que 1%. (ROSELL et al., 2005; DOUILLARD et al., 2007) 

A classificação do câncer de pulmão baseada em critérios clínicos e 

histopatológicos tem poder limitado de predição de cura e sobrevivência, e 

maior esforço deve ser feito na determinação de métodos que possibilitem 

controle do câncer de pulmão utilizando características moleculares para 
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caracterização dos tumores e provimento de predição mais acurada do 

prognóstico e tratamento apropriado. (WANG et al., 2009) 

Esforços para aumentar esta sobrevida tem sido fortemente envidados 

na quimioprevenção, objetivando reduzir a incidência e mortalidade do câncer 

de pulmão. Atualmente o estadiamento do câncer de pulmão é considerado o 

mais simples fator prognóstico para predição de sobrevida do paciente. Outros 

fatores prognósticos potencialmente importantes para o câncer de pulmão 

incluem perda de peso, estado da funcionalidade, idade e gênero. (GRAY et 

al., 2007; LEE et al., 2007) 

 

2.1.1. Epidemiologia 

 

O câncer de pulmão continua sendo o tipo de neoplasia maligna com o 

maior número de mortes em todo o mundo quando são considerados os dois 

sexos. Aproximadamente 1,2 milhões de novos casos são diagnosticados a 

cada ano no mundo inteiro, e cerca de 1,1 milhões de pessoas morrem a cada 

ano pela doença. (SILVA et al., 2008; LYNCH et al., 2004) 

Dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Câncer demonstram que o 

câncer de pulmão é o mais comum de todos os tumores malignos do mundo, 

apresentando um aumento de 2% ao ano na sua incidência mundial. Em áreas 

industrializadas observa-se um maior risco de desenvolvimento de câncer de 

pulmão quando compara-se à população em geral, com presumível 

envolvimento de substâncias como benzopireno, alcatrão, carbono, benzol, 

cromo e níquel suspensos na poeira, e outras substâncias carcinogênicas 

modificadas. (BARROS et al., 2006; MOORE et al., 2009) 

A maior parte dos casos acomete indivíduos entre 50 e 70 anos de idade 

e, embora fosse inicialmente uma doença epidêmica entre homens em nações 

industrializadas, o câncer de pulmão tornou-se uma doença cada vez mais 

comum entre as mulheres. O principal fator de risco é o tabagismo, que 

aumenta o risco de desenvolvimento de neoplasia pulmonar de 10 a 30 vezes. 
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Outros fatores tradicionalmente aceitos são: presença de doença pulmonar 

preexistente, exposição ocupacional, história familiar de câncer de pulmão e 

neoplasia pulmonar prévia. (BARROS et al., 2006) 

 

2.1.2. Patogênese 

 

A principal etiologia do câncer de pulmão é a exposição à fumaça do 

cigarro. Na Europa e Estados Unidos o câncer de pulmão em pacientes que 

nunca fumaram é raro (<10% dos casos) e muitos casos nos Estados Unidos 

são atualmente relatados por ex-tabagistas. Em não fumantes, o câncer de 

pulmão pode ser causado por gases tóxicos, asbestos ou fatores genéticos. 

(PAEZ et al., 2004; PAO et al., 2005; NELSON et al., 1999)  

Embora a causa predominante do câncer de pulmão seja amplamente 

conhecida (tabagismo), existem outras causas que somadas ao hábito tabágico 

incrementam grandemente o risco. A lista de causas ocupacionais do câncer 

de pulmão em humanos também inclui arsênico, asbesto, cromatos, éter 

clorometílico, níquel, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, gás radon e 

outros agentes, dentre eles os carcinogênicos gerados pela queima de 

combustíveis, grandemente presente em áreas urbanas. (ALBERG, FORD, 

SAMET, 2007) 

Não obstante a observação da predominância de causas ambientais, 

existe uma substancial variação individual na susceptibilidade aos 

carcinogênicos respiratórios. O risco para a doença pode ser considerado pela 

interrelação entre dois fatores: (1) exposição a agente etiológico (ou protetivo), 

e (2) susceptibilidade individual a este agente. (ALBERG, FORD, SAMET, 

2007) 

O processo da carcinogênese era descrito, até pouco tempo, como uma 

progressão ordenada da célula através de três estágios específicos: a iniciação 

pela exposição a agentes genotóxicos; a promoção tumoral causada pelos 

agentes que estimulam a célula a se proliferar e se expandir de forma clonal, 



7 

 

 

produzindo um tumor benigno e a progressão, na qual o acúmulo de danos 

genéticos adicionais levam à expansão de células iniciadas do tumor benigno o 

torna maligno. O modelo atualizado pressupõe que o câncer resulta do 

acúmulo de alterações na estrutura ou expressão de certos genes vitais por 

mecanismos variados, como mutação pontual induzida pelos aductos de DNA, 

amplificação gênica, translocação, perda cromossômica, recombinação 

somática, conversão gênica ou metilação do DNA. No centro deste modelo 

estariam os oncogenes e os genes supressores de tumor que codificam 

proteínas importantes para a regulação e controle do ciclo celular. (SANTOS et 

al., 2008; WANG et al., 2009) 

Anormalidade genéticas nas vias de ação do fator de crescimento tem 

sido identificadas em muitas neoplasias, incluindo câncer de pulmão. Essas 

mutações resultam em hiperativação do fator de crescimento. Adicionalmente, 

a expressão anormal do fator de crescimento pelas células cancerígenas 

desencadeia um processo que promove liberação do fator de crescimento por 

outras células do estroma tumoral, promovendo processos como a 

angiogênese tumoral. Um evento importante no desenvolvimento do câncer de 

pulmão é a perda do controle normal da proliferação celular, causando 

crescimento excessivo de células anormais. (HODKSON, McKINON, SETHI, 

2008) 

Fisiologicamente, a proliferação das células do epitélio brônquico é 

requerida para repor células perdidas no lúmen e para reparar danos epiteliais 

causados por fatores ambientais. Espécies reativas de oxigênio geradas 

durante o processo inflamatório podem causar dano no DNA e 

consequentemente desencadear ou acelerar um processo de carcinogênse. 

(GRAY et al., 2007) 

Aceita-se que a patogênese do câncer de pulmão envolva o acúmulo de 

várias anormalidade moleculares. Estas alterações levam à aquisição de 

características celulares que podem ser classificadas em seis eventos 

funcionais: (a) a auto-suficiência de crescimento, devido às mutações no proto-

oncogene; (b) insensibilidade à atividade anti-proliferativa, resultante de 

mutações que afetem os genes supressores tumorais; (c) desregulação da 
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apoptose pelo aumento da atividade antiapoptótica ou redução da regulação 

molecular pró-apoptótica; (d) potencial replicativo ilimitado devido à ativação da 

telomerase; (e) angiogênese sustentada; (f) capacidade de invasão tecidual e 

disseminação a locais distantes (metástase). (PANOV, 2005) 

O câncer agrega um conjunto de doenças que resultam de uma série de 

alterações no DNA em uma única célula ou clone da mesma levando a perda 

da função normal, crescimento aberrante ou descontrolado e, com freqüência, 

a metástases. Vários genes, freqüentemente mutados ou perdidos, têm sido 

identificados e entre eles estão alguns proto-oncogenes e genes supressores 

de tumor, cujas funções incluem a indução da proliferação celular em situações 

específicas e a interrupção da proliferação em células danificadas, 

respectivamente. O padrão de perdas ou mutações é complexo, mas na 

maioria dos tumores esse evento ocorre em pelo menos um proto-oncogene e 

um ou mais genes supressores de tumor na célula em questão, resultando em 

uma proliferação celular descontrolada. (ALBERG, FORD, SAMET, 2007) 

 

2.1.3. Diagnóstico 

 

Os mais comuns sintomas do câncer de pulmão são indisposição, perda 

de peso e dispnéia. O diagnóstico histológico ou citológico do câncer de 

pulmão é usualmente obtido pela broncoscopia ou biópsia aspirativa com 

agulha. (HAN et al., 2005) 

A principal razão para a elevada taxa de mortalidade em pacientes com 

câncer de pulmão é o fato de que os mesmos são diagnosticados em um 

estágio avançado da doença, quando o tratamento raramente resulta em 

sucesso. (PHILLIPS et al, 2007) 

Pacientes diagnosticados quando o tumor é ainda confinado a um local 

primário tem melhores perspectivas de sobrevida: cinco anos após o 

diagnóstico, enquanto que menos de 5% de pacientes com câncer em estágio 
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avançado sobrevivem, comparado com 60 a 80% dos pacientes com a doença 

em estágio inicial. (PHILLIPS et al, 2007) 

Os métodos diagnósticos disponíveis para câncer de pulmão, incluindo 

os imaginológicos e citológicos de escarro são frequentemente de fraca 

sensibilidade e especificidade na detecção da doença em estágios iniciais. 

Apenas 16% dos casos de câncer de pulmão são descobertos antes da doença 

tornar-se avançada. (WANG et al., 2009) 

O recente desenvolvimento de tecnologias de imagem baseada em 

varredura, como tomografia computadorizada em espiral, tomografia por 

emissão de pósitrons, broncoscopia virtual, broncoscopia por autofluorescência 

e microscopia confocal igualmente não mostrou diferença no desfecho final da 

doença. (PHILLIPS et al, 2007) 

A possível razão para isto é que critérios morfológicos usados em 

imagens não são suficientemente sensíveis durante a fase pré-maligna do 

desenvolvimento do câncer, especialmente nas pequenas células, cujo 

desenvolvimento pode ocorrer sem alterações morfológicas reconhecíveis 

como lesões pré-neoplásicas. (PHILLIPS et al, 2007) 

O conhecimento das alterações genéticas e protéicas tem sido tema das  

abordagens moleculares da carcinogênese pulmonar na últimas décadas. 

Entretanto, desde 1970 a alta taxa de mortalidade (80 a 85%) não mostrou 

melhora considerável. A ineficácia das ferramentas diagnósticas em estágios 

iniciais e a deficiência terapêutica em estágios avançados da doença são as 

duas maiores razões. (WANG et al., 2009) 

A sobrevivência de pacientes com câncer de pulmão, especialmente de 

pequenas células, requer detecção precoce e tratamento efetivo. Embora os 

estudos clínicos prévios de detecção precoce usando citologia do escarro e 

radiografia torácica levem ao diagnóstico mais brevemente, não se observou 

decréscimo da mortalidade após sua instituição. (PHILLIPS et al, 2007) 

A maior parte dos diagnósticos é firmada quando a doença já se 

encontra avançada localmente e/ou disseminada, uma vez que tumores iniciais 

não costumam produzir sintomas que justifiquem investigação. Isto indica que 
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medidas de detecção precoce são particularmente importantes, uma vez que a 

ressecção cirúrgica, que se constitui na única abordagem terapêutica que 

oferece cura potencial, é efetiva somente em estádios clínicos precoces. 

(BARROS  et al., 2006) 

Como forma de incrementar a detecção precoce, a abordagem 

molecular poderia ser utilizada como complemento dos estudos de imagem. 

Anormalidade moleculares correlacionam-se com aspectos de comportamento 

evolutivo do câncer de pulmão, e são muitas vezes mais sensíveis na detecção 

de lesões malignas na fase pré-clínica do que tumores macroscópicos 

revelados por imagens. (PHILLIPS et al, 2007) 

2.1.4. Tratamento 

 

O tratamento do câncer de pulmão depende do tipo histológico, estágio 

da doença e estado geral do paciente. Para carcinomas de pequenas células, a 

quimioterapia representa o principal tratamento, pois este tipo de câncer de 

pulmão é usualmente metastático e a cirurgia é raramente indicada. A 

quimioterapia mais comumente utilizada em carcinomas de pequenas células é 

a combinação de cisplatina e etoposida. A resposta à quimioterapia é superior 

a 90% em pacientes com doença de extensão limitada, e 50 a 60% em 

pacientes com doença extensa. Em pacientes com doença limitada, 

radioterapia torácica é realizada concomitantemente à quimioterapia, e 

irradiação cranial profilática é recomendada em pacientes que obtém resposta 

sistêmica ao tratamento, pois as metástases cerebrais representam um comum 

e importante sitio de recorrência em pacientes com carcinomas de pequenas 

células. (ASANO et al., 2006) 

A quimioterapia, antes um tratamento de exceção no carcinoma 

broncogênico, é hoje em dia utilizado na maior parte dos pacientes com doença 

não ressecável (principalmente estádios IIIB e IV), os quais podem constituir 

até 80 a 85% dos casos novos. A sua utilização como tratamento neo-

adjuvante no estádio IIIA ampliou ainda mais o uso dos quimioterápicos. 

Apesar do desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos, com melhores 
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perfis de tolerância e toxicidade, pouco se alterou em termos de mortalidade 

em relação aos esquemas clássicos baseados em platina. (PACHECO, 

PASCHOAL, CARVALHO, 2002) 

As modalidades aceitas para tratamento do câncer envolvem cirurgias, 

radiação e drogas, isoladamente ou combinadas. Agentes quimioterápicos 

podem freqüentemente desencadear remissão temporária dos sintomas, 

prolongamento da vida e ocasionalmente, a cura. Uma droga antineoplásica de 

sucesso deveria matar ou incapacitar as células cancerígenas sem causar 

dano excessivo às células normais. Esta situação ideal é possível pela indução 

da apoptose em células neoplásicas, pois o tempo de vida tanto de células 

normais quanto de cancerígenas é significantemente afetado pela magnitude 

da apoptose. Portanto, modular a apoptose pode ser útil no manejo terapêutico 

ou prevenção do câncer. A síntese ou modificação das drogas conhecidas 

continuam sendo um importante objeto de pesquisa. (TARAPHDAR, ROY, 

BHATTACHARYA, 2001) 

Em estágios iniciais do carcinoma de células não pequenas, a cirurgia é 

a modalidade terapêutica mais importante, entretanto apenas 

aproximadamente 20 a 30% dos pacientes são diagnosticados em um estágio 

de tumor ressecável (estágio I-III). Em carcinomas de células não pequenas 

avançados, pacientes em bom estado (0-1) recebem quimioterapia baseada 

em platina como tratamento básico, e a resposta parcial pode ser observada 

em 30 a 40% dos casos. (ENDO et al., 2005) 

Resposta completa é muito rara em casos avançados de carcinoma de 

células não pequenas. O regime terapêutico utiliza cisplatina ou carboplatina, 

em combinação com gencitabina, paclitaxel, docetaxel, etoposida ou 

vinorelbina. A quimioterapia e radioterapia podem também serem usadas como 

terapias neo adjuvantes na intenção de reduzir o tamanho do tumor antes da 

cirurgia ou uma terapia adjuvante para aumento do prognóstico pós operatório. 

(JANNE et al., 2006; KOSAKA et al., 2004) 

O uso de terapias neo adjuvantes e quimioterapia tem mostrado 

aumento na sobrevida dos pacientes. Não obstante os avanços nas 

modalidades combinadas e demais terapêuticas para o câncer de pulmão, o 
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prognóstico permanece pobre e muitos efeitos colaterais tem sido 

frequentemente observados. (MARCHETTI et al., 2005; MARCHETTI, 

FELICIONI, BUTTITTA, 2006) 

A base teórica da quimioprevenção considera a teoria multifásica da 

carcinogênese, que pode ser usada para explicar o processo da carcinogênese 

pulmonar. Baseia-se no fato que a progressão das células do epitélio brônquico 

para uma lesão maligna envolve um processo multifásico com numerosas 

modificações morfológicas e moleculares, com progressão do epitélio 

brônquico para hiperplasia, metaplasia, displasia e carcinoma in situ, evoluindo 

para carcinoma invasivo. (GRAY et al., 2007) 
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2.2. BENZO[A]PIRENO 

 

Os HAP carcinogênicos são conhecidos como agentes carcinogênicos 

completos, pois podem induzir tumores em tecido epidérmico sem a 

necessidade de intervenções adicionais, e seu uso na produção de tumores de 

pulmão experimentais em animais é relatado na literatura desde a década de 

50, e foram os primeiros componentes puros de composição conhecida 

identificados como indutores de câncer em modelos experimentais. (RUBIN, 

2001) 

Após a ativação metabólica, os carcinogênicos químicos exógenos, 

como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos interagem com o DNA 

formando lesões que podem ser convertidas em mutações durante o processo 

de replicação, desencadeando transformação maligna. Por exemplo, o 

benzopireno pode ser oxidado pelo citocromo p450 para produzir epóxido, um 

elemento eletrofílico muito reativo que pode se fixar a regiões nucleofílicas do 

DNA, resultando na formação de adutos de DNA. (XU et al., 2007) 

Além disso, a queima de combustíveis fósseis produz uma série de 

substâncias nocivas à saúde humana, incluindo partículas de monóxido de 

carbono, óxidos de nitrogênio, óxido de enxofre, formaldeído, matéria orgânica 

e hidrocarbonetos policíclicos, incluindo agentes carcinogênicos como o 

benzopireno. Adicionalmente, as substâncias contidas no cigarro (nicotina, 

hidrocianato, formaldeído, acroleína) são conhecidas por causar dano ciliar, 

que promove e prolonga a atividade das substâncias carcinogênicas 

igualmente inaladas durante hábito tabágico (benzopireno e dibenzoantraceno). 

(ELLEDGE et al., 2010; NOWACZYK, NOWAK, GLINSKA-SUCHOCKA, 2009) 

O benzo[a]pireno é um elemento químico encontrado no tabaco cuja 

relação com o desenvolvimento do câncer tem sido mostrada em diversos 

estudos. Sua concentração ocorre normalmente entre 20 e 40 ng/cigarro e 

pode levar à formação do tumor por mecanismos multifatoriais. Após iniciadas 

as reações à sua presença, o B[a]P reage preferencialmente com a ligação 

guanina nos códons 157, 248 e 273 do gene p53 das células normais do 
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epitélio bronquial, e esta reação tem sido identificada como um ponto chave na 

mutagênese do câncer de pulmão. (AGEN et al., 2001) 

O benzopireno é um hidrocarboneto aromático policíclico comum, e um 

agente tóxico ambiental presente na emissão de gases veiculares, fumaça de 

cigarro, algumas comidas e poluentes ocupacionais. O benzopireno ativa vias 

de transdução múltiplas e afeta diretamente a transcrição através dos 

receptores de hidrocarbonetos aromáticos. (SADIKOVIC et al., 2008) 

O benzo[a]pireno é comumente encontrado em produtos contaminantes 

advindos da queima de combustíveis fósseis, especialmente carvão mineral, 

bem como nos produtos de exaustão de motores de combustão interna. É 

capaz de produzir uma ampla variedade de lesões tóxicas, incluindo a 

carcinogênese em modelos experimentais. (GARRY et al., 2003) 

É o composto hidrocarboneto aromático policíclico mais estudado 

atualmente. Devido à relativamente alta concentração ambiental e seu alto 

nível de toxicidade, resultando em maior impacto na saúde que qualquer outro 

hidrocarboneto aromático policíclico identificado no ambiente, o benzopireno é 

muitas vezes selecionado como um substituto de outros hidrocarbonetos no 

desenvolvimento de estudos experimentais. (Toronto Agency of Public Health, 

1998; SADIKOVIC et al., 2008) 

A evidência de dano genético produzido pelo benzopireno inclui as 

mutações genéticas, formação e fixação de adutos de DNA, quebras na cadeia 

do DNA, alterações cromossômicas, formação de micronúcleos, síntese não 

programada de DNA e troca de cromátides irmãs. Estes efeitos são observados 

em células bacterianas e eucarióticas, em culturas de células humanas e em 

estudos in vivo em animais. (California Environmental Protection Agency, 2010) 

Nos últimos anos, diversos estudos envolvendo modelos animais de 

câncer de pulmão utilizando B[a]P têm sido descritos, e a influência do método 

de indução e da dose utilizada é observada como um importante componente 

na carcinogênese pulmonar. (MEUISSEN, BERNS, 2005) 

O benzopireno tem sido estudado em vários bioensaios de câncer em 

diferentes animais de laboratório (ratos, camundongos e hamsters), para os 
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quais a substância foi administrada por via oral, via percutânea, via inalatória 

de partículas, instilação intratraqueal ou intrabronquial e injeção. (California 

Environmental Protection Agency, 2010) 

A instilação intratraqueal de benzopireno em hamsters e ratos resulta em 

aumento de tumores na árvore respiratória. A injeção subcutânea de 

benzopireno induz sarcomas localizados em ratos, hamster e camundongos. A 

injeção intraperitoneal em camundongos e ratos resulta em tumores localizados 

nos camundongos e tumores mamários e uterinos em ratos. A implantação 

intrabronquial resultam em tumores localizados em ratos. Camundongos recém 

nascidos que recebam o benzopireno por injeção subcutânea ou intraperitoneal 

desenvolvem tumores hepáticos e pulmonares. (California Environmental 

Protection Agency, 2010) 

Os metabólitos celulares do benzopireno exercem uma gama de efeitos 

tóxicos e epigenéticos, que incluem a diminuição global na metilação do DNA e 

inibição da DNA metiltransferase in vitro. Adicionalmente, o benzopireno diol 

epóxido desencadeia aumento da metilação de citocinas, sugerindo um papel 

dos metabólitos do benzopireno na desregulação genética celular. 

(SADIKOVIC et al., 2008) 

Harrigan et al. (2004) realizaram injeção intra-pulmonar de B[a]P 

dissolvido em acetona nas doses de 10 e 50 mg/kg em ratos Sprague-Dawley. 

Vinte e quatro e quarenta e oito horas após a injeção, os ratos foram 

sacrificados e a adesão do B[a]P ao DNA no tecido pulmonar analisada. Os 

resultados mostraram que os níveis de adesão do carcinogênico ao DNA foram 

menores após 48 horas que nas 24 horas, indicando reação metabólica com 

eliminação de parte do B[a]P nos animais estudados. 

Garçon et al. (2001a) demonstraram que após instilação intra-traqueal 

de B[a]P (3mg) ou B[a]P (3mg) associado a Fe2O3 observou-se peroxidação 

lipídica e inativação da superóxido dismutase (uma enzima anti-oxidativa), 

indicando que esta associação resulta em maior formação de tumores 

pulmonares em roedores quando comparada à instilação do B[a]P 

isoladamente. 



16 

 

 

2.3. APOPTOSE 

 

O termo apoptose foi idealizado em 1972 por Kerr et al., para descrever 

uma manifestação morfológica de morte celular envolvendo condensação 

nuclear. Desde esta época, o termo tem sido frequentemente utilizado na 

descrição geral de qualquer processo de morte celular programada. (HENSON, 

TUDER, 2008) 

Apoptose é um programa seletivo de morte celular promovido ou 

suprimido por genes específicos. Eventos morfológicos e moleculares ativam 

estes elementos regulatórios, levando à fragmentação internucleossomal do 

DNA, degeneração das estruturas citoplasmáticas e nucleares e formação dos 

corpos apoptóticos de membrana, que são englobados por macrófagos 

teciduais. Recentemente, o conhecimento de vários genes do ciclo celular, 

proto-oncogenes, genes supressores tumorais e genes promotores da morte 

celular, mostrou importante relação dos mesmos no crescimento, diferenciação 

e apoptose celular, bem como na progressão tumoral. (BELIZÁRIO, 1999) 

Apoptose ou morte programada da célula é um processo de regulação 

genética no qual uma série de mudanças morfológicas como condensação do 

núcleo e cromatina, formação de bolhas na membrana celular e de corpos 

apoptóticos no interior da célula, resultando em morte celular. (HUSARI, et al., 

2006) 

A morte celular programada é um mecanismo de deleção de células 

desconhecidas ou danificadas na manutenção da homeostase tecidual. 

Consequentemente este processo manifesta-se durante o desenvolvimento, 

remodelação celular, inflamação e injúria tecidual. De fato, a morte celular 

programada ocorre todo o tempo no organismo dos mamíferos, particularmente 

evidente na constante remoção (e substituição) de células dentro do 

compartimento hematopoiético. (HENSON, TUDER, 2008) 

A apoptose celular tem papel essencial na homeostase e manutenção 

do equilíbrio entre a sobrevivência e morte celular. Existem duas vias principais 

de deflagração da apoptose. Uma é a via direta de ligação do receptor para a 
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cascata da caspase, que ativa a morte celular. A ligação com este receptor 

dispara o recrutamento de formas precursoras da capase-8, complexos 

indutores da morte celular. A outra via é desencadeada por estímulos como 

drogas, radiação, agentes infecciosos e espécies reativas de oxigênio iniciadas 

na mitocôndria. (KUWANO, 2007) 

Os mecanismos pelos quais a apoptose é induzida e regulada em 

diferentes células tem recebido grande atenção investigativa. Em termos 

simples, vias extrínsecas (por sinalização dos receptores de membrana e 

mediação pela capase 8) ou intrínsecas (envolvendo as mitocôndrias e 

mediada através da capase 9) levam a ativação de capases “executoras” 

(capases 3 e 7) que iniciam as múltiplas alterações na célula, incluindo as 

alterações nucleares. (HENSON, TUDER, 2008) 

Os corpos apoptóticos são retomados pelos macrófagos ou células 

semelhantes, presumivelmente permitindo a manutenção dos componentes 

celulares e evitando a resposta inflamatória. A apoptose é um processo ativo 

que frequentemente requer nova síntese protéica. Inicialmente quando o 

processo inicia-se, a célula perde características de uma entidade morfológica 

em aproximadamente uma a duas horas. (SCAVO et al., 1998) 

A apoptose tem importante papel nas doenças pulmonares. Primeiro, a 

falência na remoção de células indesejáveis pela apotose prolonga a 

inflamação pela liberação de conteúdos tóxicos e atraso no processo de 

reparo. Células apoptóticas podem ser rapidamente reconhecidas e digeridas 

pelos fagócitos antes de liberarem seu conteúdo tóxico. Segundo, a apoptose 

excessiva pode levar a inflamação e conseguintemente à fibrose pulmonar. 

(KWANO, 2007) 

A apoptose tem sido relacionada a uma ampla variedade de condições 

patológicas. O aumento da apoptose é associado a doenças isquêmicas 

agudas, doenças neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, diabetes e 

hepatite, e a diminuição da apoptose está envolvida no câncer e doenças auto-

imunes. (BRAJUSKOVIC, 2005). 
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É uma forma de morte celular claramente distinta da necrose, sendo um 

fenômeno fisiológico que ocorre espontaneamente no processo do crescimento 

tecidual normal, e tem se mostrado fortemente associada aos tumores 

malignos, pois as anormalidades no processo de apoptose promovem 

transformações que contribuem à proliferação tumoral. A apoptose pode ser 

induzida por agentes antineoplásicos e irradiação, e anormalidades de alguns 

genes que regulam a apoptose tem sido reportadas nas alterações de 

sensibilidade de células tumorais à quimioterapia ou radioterapia. (TANAKA et 

al., 1999) 

Apoptose é uma forma de morte celular que ocorre sob situações 

fisiológicas e patológicas severas, e representa um mecanismo comum de 

reparação celular, remodelação tecidual e remoção de células danificadas. 

Pode ocorrer espontaneamente ou em reposta a um estímulo específico, como 

estresse por calor, radiações, esteróides ou estresse oxidativo. Em função da 

implicação do estresse oxidativo e da apoptose em numerosos processos, 

incluindo envelhecimento, inflamação e carcinogênese, a hipótese da relação 

entre esses dois processos é considerada razoável, e o mecanismo pelo qual a 

oxidação pode modular as vias apoptóticas tem sido alvo de vários estudos. 

(CARNEVALLI, 2003) 

A apoptose é considerada um fenômeno muito importante na 

patogênese do câncer. Vários oncogenes e anti-oncogenes comumente 

desregulados no câncer são envolvidos no controle na apoptose. A diminuição 

da função normal desses genes, levando a aumento da resistência celular à 

apoptose, é considerada uma fase importante no desenvolvimento neoplásico. 

A desregulação da apoptose é uma característica freqüente das células 

malignas, e representa um significante obstáculo na terapêutica do câncer 

humano. (SHAN et al., 2006; GOSH, CROCKER, MORRIS, 2001) 

O acúmulo de células neoplásicas pode ser resultado de aumento na 

proliferação e/ou redução da morte celular. A eliminação ineficiente das células 

neoplásicas pode ser uma consequência de alterações no mecanismo de 

apoptose. (KAUFMANN, GORES, 2000)  
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A alteração genética mais comum no câncer de pulmão é a mutação no 

gene supressor de tumor p53, que é encontrado em cerca de 60% dos casos. 

O gene p53 é considerado um importante guardião do genoma, que coordena 

um equilíbrio delicado entre a parada do ciclo celular para permitir a reparação 

de danos ao DNA e apoptose (morte celular programada ou suicídio celular) se 

o dano é grave e irreparável. (MOLLERUP, 2002) 

Um método de avaliação da magnitude de apoptose é a observação do 

índice apoptótico (IA), obtido através do cálculo da relação percentual entre o 

número de células com características de apoptose e o número de células 

contadas. O índice apoptótico pode também ser utilizado como um indicador 

preditivo de eficácia da quimioterapia em pacientes com câncer de pulmão de 

células não pequenas. (GIOVANETTI, 2008; HUANG, 2007) 

Nos pulmões a barreira tumoral é principalmente representada pelo 

índice apoptótico. O epitélio bronquial normal tem índice proliferativo celular 

muito baixo e um grau de apoptose irrelevante. As lesões pré cancerosas 

exibem altos níveis de apoptose e alto índice de proliferação celular, enquanto 

os carcinomas pulmonares tem uma alta proliferação celular e baixos níveis de 

apoptose. (HALAZONETIS, GORGOULIS, BARTEK, 2008) 

Um alto nível de atividade apoptótica em tumores é geralmente 

considerada como um sinal de menor crescimento tumoral e melhor 

prognóstico. Entretanto, observa-se uma maior atividade apoptótica em tecidos 

pré-neoplásicos quando comparados a tecidos normais, indicando que tanto a 

freqüência de proliferação celular quanto de morte celular são alteradas 

paralelamente às mudanças morfológicas, bem como uma direta correlação 

entre a extensão da apoptose e a proliferação celular em fases que antecedam 

a formação do tecido neoplásico. (TORMANEN et al., 1999) 

Teoricamente, a magnitude da morte celular em um tumor poderia 

balancear a proliferação celular e assim determinar o ritmo de expansão 

tumoral e consequentemente o prognóstico de sobrevida. Normalmente 

espera-se que tumores com alto grau de apoptose sejam menos agressivos e 

que a sobrevida de pacientes nesta situação seja maior que daqueles cujos 



20 

 

 

tumores tenham baixo índice de apoptose. (GOSH, CROCKER, MORRIS, 

2001) 

A transformação maligna é um processo desencadeado por acúmulo de 

alterações genéticas. Há pouco tempo atrás, os oncologistas moleculares 

focavam seus estudos principalmente nas vias celulares de controle da 

proliferação, pois a doença neoplásica era tipicamente vista como resultante de 

defeitos na divisão celular. Nos últimos 12 anos as evidências sugerem que o 

outro lado do equilíbrio – a taxa de morte celular – é tão importante quanto a 

divisão das células, e estudos da correlação entre a programação da morte 

celular e proliferação carcinogênica estão no foco atual da pesquisa do câncer. 

Sabe-se que mutações e deleções de genes responsáveis pela apoptose 

desempenham papéis importantes na carcinogênese, crescimento tumoral e 

regressão do tumor. (BRAJUSKOVIC, 2005) 

Alterações no processo de apoptose são observadas na patogênese de 

uma variedade de doenças humanas. Por exemplo, o incremento da apoptose 

está envolvido na patogênese da AIDS, desordens neurodegenerativas ou 

acidente vascular encefálico isquêmico. Por outro lado, a redução da função 

regulatória apoptótica tem sido relatada na progressão tumoral e no 

desenvolvimento da quimioresistência. (CHECINSKA, 2007) 

Um evento crucial na via apoptótica intrínseca é a permeabilização da 

mitocôndria. Este processo, chamado permeabilização da membrana  externa 

mitochondrial (MOMP), leva a liberação do citocromo c no citosol, e constituí 

um “ponto sem retorno” na via. A via pode ser pela potencialização ou inibição 

da MOMP. (ARMSTRONG, 2006; VERHAGEN AND VAUX, 2002; GREEN, 

2003) 

Segundo Ekehdal (2007), muitos dos tratamentos anti cancer utilizados 

clinicamente atuam com base na apoptose. Entretanto, resistência ao 

tratamento quimioterápico inerente ou adqurida é um problema clínico comum, 

tanto pelo menor efeito terapêutico da terapia anti cancer quanto pela 

participação da desregulação da apoptose como evento necessário na 

tumorigênese, e Fokkema (2006) mostrou em seu estudo que proteínas 
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expressadas durante a apoptose poderiam também ser usadas como 

ferramentas terapêuticas no tratamento do câncer.  
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2.4. BIOMARCADORES 

 

O termo biomarcador refere-se a qualquer molécula ou característica 

biológica que possa ser detectada e medida revelando os processos biológicos 

normais, patogênicos ou a resposta farmacológica após intervenção 

terapêutica. Assim, tal termo deve indicar alterações do estado fisiológico 

normal para o patológico ou de mudanças no ambiente corporal interno ou no 

meio ambiente. No campo molecular, as pesquisas focalizaram a atenção 

sobre nossos genes, proteínas e moléculas ligadas ao metabolismo. 

(CARVALHO et al., 2006) 

Os biomarcadores têm características passíveis de avaliação e 

mensuração, como indicadores de processos biológicos normais, processos 

patogênicos ou de resposta farmacológica a uma intervenção terapêutica. 

Como tal, devem refletir mudanças em sistemas biológicos relacionadas à 

exposição ou aos efeitos de xenobióticos, ou outros tipos de fatores 

(essencialmente aqueles relacionados a doenças). Eles podem ser 

classificados como biomarcadores de exposição, de efeito e de 

susceptibilidade. O biomarcador ideal deve reunir as seguintes características: 

mostrar alta especificidade para o efeito de interesse; refletir o efeito desde o 

início; ser passível de determinação e análise fáceis e de baixo custo; ser 

analisado por técnica não invasiva, de alta sensibilidade, no fluido biológico 

escolhido. Deve existir uma relação bem estabelecida entre a concentração do 

biomarcador e a exposição ao agente, ao dano induzido e à susceptibilidade 

pesquisada. (VASCONCELOS et al., 2007) 

A prática da oncologia tornar-se-ia melhor se houvesse uma forma de 

predizer o desenvolvimento e ocorrência do câncer, bem como determinar o 

prognóstico da doença após o tratamento. Existem três tipos de fatores 

preditivos: risco, diagnóstico e prognóstico. Eles diferem em grau de êxito e 

poder preditivo. Para risco e diagnóstico, o principal fator de interesse é a 

incidência da doença; para prognóstico o principal resultado de interesse é o 

óbito. Um fator raramente é um preditor forte se isolado dos outros fatores 

prognósticos. (WALASZEK, HANAUSEK, 2000) 
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O crescimento tumoral pulmonar é o resultado do acúmulo de múltiplas 

sequencias de anomalias genéticas, devido à exposição a fatores ambientais 

ou mutagênicos, levando a anomalias genéticas. Cada alteração pode ser 

classificada em etapas essenciais: a aquisição de sinais de auto-crescimento 

autônomo, insensibilidade aos processos inibitórios do crescimento e inibição 

da apoptose. Vários sub-caminhos redundam a cada uma dessas etapas, 

tornando o processo muito complexo. No entanto, algumas anormalidades são 

particularmente mais propensas na pressuposição do comportamento biológico 

do câncer em relação ao risco de metástases e à resposta terapêutica. (PACI, 

RAPICETTA, MARAMOTTI, 2010) 

Estudos recentes identificaram 26 genes frequentemente modificados no 

câncer de pulmão, o dobro do numero de genes implicados nesta doença. 

Muitos esforços tem sido envidados na busca por biomarcadores no câncer de 

pulmão, buscando suprir a necessidade da detecção precoce da doença. 

Embora 1,2 milhões de pessoas no mundo recebam anualmente diagnóstico de 

câncer de pulmão, apenas 16% dos casos são detectados enquanto a doença 

ainda é localizada e possivelmente curável. (BROWER, 2009) 

Um marcador tumoral define alterações celulares e moleculares 

presentes tanto em células normais quanto naquelas associadas a 

transformação maligna. Podem ser de dois tipos: (SILVA JÚNIOR et al., 2006) 

a) marcadores intermediários ou precoces – que medem as alterações 

celulares e moleculares antes do aparecimento do tumor. Existe grande 

expectativa na detecção precoce de neoplasias malignas. Apesar do uso de 

exames imaginológicos e citopatológicos na detecção precoce, a biologia 

molecular tem recebido especial atenção no diagnóstico das neoplasias. As 

anormalidades genéticas e epigenéticas associadas a alterações 

histopatológicas vêm sendo estudadas, com vistas a serem utilizadas como 

biomarcadores para detecção precoce de transformação celular. 

b) marcadores diagnósticos - presentes em associação com o tumor. Os 

marcadores diagnósticos são substâncias que podem ser medidas 

quantitativamente por métodos bioquímicos, imunológicos e moleculares, nos 

líquidos orgânicos ou nos tecidos corporais, associados a neoplasias e com o 
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órgão de origem. Os marcadores diagnósticos expressam diferentes 

características biológicas dos carcinomas brônquicos e podem ser utilizados no 

manejo clínico dos pacientes, auxiliando nos processos de diagnóstico, 

estadiamento, avaliação de resposta terapêutica, detecção de recidivas e 

prognóstico. Além do mais, esses marcadores vêm atualmente tomando papel 

importante no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento, 

direcionadas a quebrar o ciclo biológico da progressão tumoral. 

Atualmente levantam-se importantes questões sobre os testes de 

validação dos biomarcadores. Em primeiro lugar uma avaliação ideal de um 

biomarcador deveria ser feita com a comparação de um grupo tratado e um 

grupo controle placebo, pois a efetividade do marcador poderia ser avaliada no 

grupo sem tratamento, e seu poder prognóstico controlado na comparação dos 

dois grupos. Em se tratando de doença neoplásica, ensaios controlados com 

grupo placebo não são considerados adequados. Portanto o estudo dos 

biomarcadores deve ser concentrado em comparação de tratamentos 

diferentes ou adição do objeto de estudo a uma terapia padrão, e isto leva a um 

segundo problema, à medida que o efeito da terapia padrão também pode ser 

diferente em subgrupos submetidos à biomarcação. (SHEPHERD, TSAO, 

2010) 

Assim, a análise das alterações genéticas e epigenéticas em células 

tumorais como a expressão gênica, regulação, alteração de mecanismos de 

reparo do DNA e instabilidade genômica representam área de importante 

atividade investigativa e inovadora, que pode potencialmente produzir uma 

grande quantidade de novos biomarcadores passíveis de serem utilizados em 

situações clínicas. (PACI, RAPICETA, MARAMOTTI, 2010) 

Os biomarcadores para câncer de pulmão são específicos em duas 

categorias: mutação genética e marcadores protéicos, produzidos por tumores 

e detectáveis no sangue ou muco, e marcadores da resposta imune do 

paciente, quando esta reflete a presença de um tumor. (BROWER, 2009) 

Para o incremento do prognóstico do câncer de pulmão é importante o 

estabelecimento de marcadores biológicos que determinem tanto o prognóstico 

quanto a resposta do tumor ao tratamento. Embora vários marcadores, como p-
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53 e c-myc tenham sido investigados, nenhum deles conseguiu estabelecer-se 

como um marcador efetivo para o acompanhamento terapêutico. (TANAKA et 

al., 1999) 

Defeitos no processo de controle da apoptose podem estender a vida 

celular até a expansão celular neoplásica independentemente da divisão 

celular. Adicionalmente, contribui para a carcinogênese pela criação de um 

ambiente permissivo à instabilidade genética e acumulação de mutação celular, 

promoção de resistência à destruição imunoprogramada e desregulação dos 

pontos do ciclo celular que normalmente induziriam apoptose. (WALASZEK, 

HANAUSEK, 2000) 

Esses defeitos podem também facilitar a sobrevivência e crescimento 

celular por fatores hormonais independentes, redução da dependência ao 

oxigênio e nutrientes e conferir resistência à citotoxidade de drogas anti-

neoplásicas e radiação. A elucidação desses mecanismos constitui uma via 

para prover novos conhecimentos na biologia tumoral, revelando novas 

estratégias para detecção e combate do câncer. (WALASZEK, HANAUSEK, 

2000) 

O gene mais frequentemente modificado no câncer humano é o P53. 

Sua função é a ativação de fatores pró-apoptóticos via mitocondrial. Este gene 

é inativado em 50% dos carcinomas pulmonares de células não pequenas 

(particularmente em carcinomas de células escamosas) e em 90% dos 

carcinomas de pequenas células. A inibição da apoptose tem sido observada 

em 10 a 30% dos pacientes com câncer de pulmão, comparado com uma 

mínima detecção em grupos de indivíduos saudáveis. Mutações do gene pró-

apoptótico é observada em 41% dos casos de tumores pulmonares, com 

mutação idêntica identificada no plasma de 73% desses casos. A despeito das 

incertezas que persistem sobre sua significância prognóstica, o gene P53 é 

frequentemente considerado um marcador do aumento de risco do câncer. 

(PACI, RAPICETTA, MARAMOTTI, 2010) 

A proliferação e crescimento celular são regulados por uma complexa 

rede de fatores de crescimento e vias de transdução de sinais inibitórios do 

crescimento. A interrupção dessas vias de sinalização através de alterações 
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genéticas, epigenéticas ou somáticas é uma importante área de pesquisa do 

câncer. Crescentes evidências indicam que a ativação oncogênica de fatores 

de crescimento e de suas proteínas receptoras ocorrem através de mutações 

(oncoproteínas) que levam à ativação de vias de sinalização que 

desencadeiam a liberação do suposto marcador prognóstico e potenciais alvos 

para o tratamento de diversos tipos de câncer. (IVANOVIC, 2005) 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral  

 

 Avaliar a influência da injeção pulmonar de benzo[a]pireno na atividade 

apoptótica pulmonar de ratos Wistar.  

 

3.2. Objetivos Específicos  

 

• Avaliar o tempo-resposta apos injeção de benzo[a]pireno na 

atividade apoptótica pulmonar em modelos experimentais de 

carcinogênese.  

• Estabelecer um modelo para avaliação das respostas histológicas 

e metabólicas da carcinogênese pulmonar experimental.  
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4. MÉTODO 

 

4.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL  

 

 O experimento foi realizado no laboratório de fisiologia animal da 

Universidade Anhanguera-Uniderp, em Campo Grande – MS, no período 

compreendido entre os meses de fevereiro e outubro de 2009.  

 Foram estudados Rattus norvegicus, linhagem Wistar albinus, 

procedentes do Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - 

UFMS. Todos animais eram machos e tinham idade entre dois e três meses 

(sessenta a noventa dias), com peso variando entre cento e cinqüenta e 

duzentos gramas.  

 Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno1 com dimensões 

de trinta e três centímetros de largura, quarenta centímetros de profundidade e 

dezessete centímetros de altura, com tampas/grades de aço inoxidável 

contendo espaço para ração2 e água. Cada caixa abrigou no máximo cinco 

animais. A oferta alimentar e hídrica foi realizada de forma contínua, ad libitum 

e substituída uma vez ao dia.   

 O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais/CEUA/UFMS pelo certificado nº 72/2005, e todos os procedimentos 

respeitaram as normas internacionais para experimentação animal. 

                                                 
1 Brasholanda 
2 Nuvilab CR1 – Nuvital Nutrientes 
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Os animais de cada grupo foram submetidos à injeção intra-pulmonar única 

(pulmão esquerdo) via toracocentese da solução obtida pela diluição de B[a]P 

cristalino 98%1 (3,4-benzo[a]pireno) em álcool 70%. 

As doses utilizadas no preparo da solução de B[a]P foram preparadas 

com pesagem e separação em frascos estéreis com 20ml de capacidade nas 

concentrações de  40 e 80 mg/ml diluídas em álcool 70% até obtenção de um 

volume final de 10ml de solução, agitada até completa homogeneização. Para 

pesagem das doses foi utilizada balança milimesimal de grama2.  

A injeção intra-pulmonar foi realizada após sedação com injeção 

intraperitoneal de solução da associação de Cloridrato de Xilazina3 e Cloridrato 

de Cetamina3 (1:1) em dose de 0,01 ml/kg. Com o animal contido em decúbito 

dorsal foi realizada toracocentese à esquerda na linha axilar anterior em nível 

médioesternal, utilizando-se seringa estéril de 1ml e agulha 13X4,5, introduzida 

cerca de 0,8cm perpendicularmente à superfície do tórax. 

A eutanásia dos animais foi realizada através de injeção letal da 

associação de solução injetável de Cloridrato de S(+) Cetamina4 e Tiopental 

Sódico4 pó estéril diluído em Solução Fisiológica de Cloreto de Sódio a 0,9% 

em concentração de 100mg/ml. 

A retirada dos pulmões foi realizada com os animais posicionados e 

fixados em decúbito dorsal, submetidos à incisão mediana partindo da região 

cervical anterior e estendendo-se até aproximadamente um centímetro abaixo 

do apêndice xifóide. O acesso à cavidade torácica foi feito a partir de incisão 

sub-xifóidea e osteotomia costal paraesternal. Antes de se proceder à 

                                                 
1 C20H12 – Fluka Chemie – Sigma-Aldrich – St Louis, USA 
2 Ohaus – Analytical Standard 
3 Sespo Ind. e Com. Ltda, Jacareí, SP 
4 Cristália – Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda. – Campinas, SP 
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pleurotomia, a traquéia foi clampeada com pinça hemostática para prevenir-se 

o colabamento maciço do tecido pulmonar. 

Após cuidadosa ressecção, os pulmões foram submersos em formol 

tamponado a 10% e enviados para processamento dos cortes histológicos. 

Os cortes foram analisados por um profissional patologista e os achados 

histopatológicos descritos para posterior análise. As imagens de cada campo 

foram obtidas a partir de um microscópio de luz1 com lente objetiva2 e aumento 

final de 1000X. As imagens foram captadas por uma câmera acoplada ao 

microscópio ótico e transferidas para um computador. 

 

4.1.2 Preparo histológico – TUNEL (deteção da fragmentação do DNA – 

TUNEL in situ cell death detection kit)3 

 

 O preparo histológico foi feito através da seguinte seqüência:  imersão 

em Xilol I por 10 minutos, Xilol II por 05 minutos, Xilol III por 05 minutos, álcool 

100% I por 05 minutos, álcool 100% II por 05 minutos, álcool 95% por 05 

minutos, álcool 80% por 05 minutos, álcool 70% por 05 minutos e aplicação de 

tampão fosfato (Phosphate Buffer Saline – PBS) pH 7,4 por 15 minutos.  

 Aplicada enzima proteolítica Proteinase K (20µg/ml em Tris-HCL 10mM 

pH 7,4) e realizada hidratação em câmara úmida por 30 minutos a 37oC. Apos 

hidratação os cortes foram circundados com Pap Pen e lavados com PBS 

0,05M em três sessões de 05 minutos cada.  

 Os cortes foram incubados em solução permeabilizante de Triton X-100 

a 0,1% em água destilada associada a 0,1g de citrato de sódio. Apos foram 

lavados em PBS 0,05M em três sessões de 05 minutos cada.  

                                                 
1 ZEISS - ICS/KSZ 
2 Achromat-0,25 
3 Roche 
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 A primeira lâmina (controle positivo) foi tratada com DNase por 15 

minutos. A segunda lâmina (reação) tratada com PBS 0,05M por 15 minutos. A 

terceira lâmina (controle negativo) foi tratada com PBS 0,05M por 15 min.  

 Logo após as primeira e segunda lâminas sofreram tratamento com 

solução enzima TDT (terminal deoxynucleotidyl transferase) associada a 

solução marcadora nucleotide mixture por 01 hora. A terceira lâmina sofreu 

tratamento com solução marcadora nucleotide mixture por 01 hora. Este 

procedimento foi realizado em temperatura controlada de 37oC. 

 As lâminas foram então lavadas em PBS em três sessões de 05 minutos 

cada e incubadas em solução POD (anti-fluorescein antibody HRP) por 30 

minutos a 37oC, lavadas em PBS 0,05M em três sessões de 05 minutos cada e 

reveladas com DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride). 

 Realizada nova lavagem em PBS 0,05M em três sessões de 05 minutos 

cada, desidratação e montagem com sobreposição da lamínula e vedação com 

esmalte.  

 

4.1.3. Avaliação da Apoptose 

 

 Foram estudados 24 animais, distribuídos em três grupos de 08 animais 

cada. 

� Grupo 01(controle): álcool 70% em dose aproximada de 1ml/kg. 

� Grupo 02: 40 mg/kg de benzo[a]pireno;  

� Grupo 03: 80 mg/kg de benzo[a]pireno.  

 Os animas (04 por grupo) foram submetidos à eutanásia na décima 

sexta e décima oitava semana após a instilação, e os pulmões submetidos à 

técnica de coloração em TUNEL. 

As secções pulmonares foram então submetidas a análise 

histomorfométrica realizada com auxílio do programa Image Pro Plus (vesão 

4.5.0.29) (figuras 02 e 03). 
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Figura 01: Caracterização do grupo Apoptose – TUNEL  

 

 

Figura 02: Quantificação de células em apoptose em um campo digitalizado 
com o software Image ProPlus 4.5.9.29 para o grupo Controle 16 semanas.   

 
 

 

Figura 03: Quantificação de células em apoptose em um campo digitalizado 
com o software Image ProPlus 4.5.9.29 para o grupo 80 mg/kg 16 semanas. 
 

 
24 ANIMAIS 

Controle 
08 animais 

40 mg/kg 
08 animais 

80 mg/kg 
08 animais 

16 semanas 
Eutanásia 
04 animais 

18 semanas 
Eutanásia 
04 animais 

 

16 semanas 
Eutanásia 
04 animais 

 

18 semanas 
Eutanásia 
04 animais 

 

16 semanas 
Eutanásia 
04 animais 

 

18 semanas 
Eutanásia 
04 animais 
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4.1.4. Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada através de Análise de Variância 

(ANOVA) com post test de Tukey para comparação da dose-resposta. Quando 

aplicado, foi realizado o teste t de Student para comparações relacionadas. As 

diferenças foram consideradas significativas para os valores de p≤0,05. Para 

análise estatística foi utilizado o software GraphPad Prism 4.0. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A relação entre hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) e câncer é 

conhecida e suficientemente consagrada na literatura atual. O contato com os 

HAP leva a alterações funcionais celulares e o desencadeamento de uma série 

de eventos complexos, induzindo a inflamação celular inicial e desregulação 

dos mecanismos de apoptose.  

Em trabalhos prévios observou-se resposta inflamatória importante em 

fases iniciais do modelo experimental, culminando com o aparecimento de 

tecidos potencialmente cancerizáveis e inibição da atividade apoptótica em 

fases tardias da experimentação.  

Segundo Kwano et al. (2005), em modelos animais de doenças, vários 

sinalizadores celulares são envolvidos no processo de morte celular. A 

apoptose secundária à inflamação, acompanhada da presença de células de 

proteção parenquimatosa podem ser consideradas uma estratégia preventiva 

em doenças inflamatórias pulmonares graves. No entanto, quando as células 

do parênquima pulmonar sofrem danos severos, a reposição celular pode levar 

à carcinogênese. No sentido de evitar-se esta situação, a inibição da apoptose 

em estágio iniciais e a indução da mesma em estágio posteriores da 

carcinogênese poderiam ser consideradas  estratégias efetivas na prevenção 

do aparecimento de neoplasias.  

Meuwissen e Berns (2005) afirma que os tumores espontâneos de 

pulmão em ratos são similares em morfologia, histopatologia e características 

moleculares dos adenocarcinomas humanos. Modelos de câncer de pulmão 

em ratos podem desta forma, servir como uma valiosa ferramenta não apenas 

para a compreensão das bases biológicas desses tumores, mas também para 

o desenvolvimento e validação de novas intervenções e estratégias no 

tratamento do câncer, bem como na identificação de marcadores para o 

diagnóstico precoce. 

A escolha da injeção intrapulmonar via toracocentese como técnica de 

indução carcinogênica no modelo experimental visou a indução de uma lesão 

focal e localizada no tecido pulmonar dos animais utilizados. Esta metodologia, 
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utilizada em trabalho previamente desenvolvido, mostrou-se eficaz para este 

objetivo. Descartou-se a possibilidade de instilação intratraqueal do agente 

carcinogênico, pela impossibilidade de definição do local definitivo da 

deposição deste agente. (SILVA et al., 2007) 

Um outro fator a ser considerado foi a utilização do pulmão esquerdo 

para a injeção do hidrocarboneto aromático policíclico. Nos animais utilizados 

neste estudo, o pulmão direito é quadrilobar, enquanto o esquerdo constitui-se 

de um único lobo, o que minimiza a possibilidade de erros durante o 

procedimento de injeção intrapulmonar, bem como o risco de lesões em outros 

tecidos que não o parênquima pulmonar.  

Em projetos pilotos prévios à experimentação, observou-se perda de 

alguns animais em função de pneumotórax após a toracocentese. A ocorrência 

desta complicação foi anulada pela compressão localizada no local de punção 

imediatamente após a retirada da agulha, não tendo sido registrada a perda de 

nenhum animal durante a realização do experimento final deste estudo.  

Estudos experimentais sugerem que alterações no DNA são fatores 

importantes no desencadeamento da carcinogênese. Este estudo objetivou 

estudar o potencial do benzo[a]pireno na tumorigênese pulmonar, bem como a 

relação entre a indução da carcinogênese e a resposta apoptótica celular 

(YANG et al., 2008).  

Nossos resultados indicam relação dose-resposta e tempo-resposta 

importante nas alterações celulares e taxa de apoptose pulmonares em 

modelos experimentais de câncer de pulmão.  

A apoptose tem sido relacionada a uma ampla variedade de condições 

patológicas, e sua redução está envolvida na patogênese do câncer e uma 

série de doenças autoimunes. As doenças neoplásicas são tipicamente vistas 

como resultados de defeitos nestas vias que levam à divisão celular excessiva, 

e alterações dos mecanismos apoptóticos desempenham um papel importante 

na carcinogênese e crescimento tumoral. 

Neste estudo as células apoptóticas foram identificadas através da 

coloração de componentes nucleares intramembranosos celulares em um 

aumento de 400X. A avaliação por microscopia de luz tem sido o método 

padrão para investigação da apoptose. Entretanto, devido ao tamanho limitado 
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e distribuição tipicamente dispersa das células apoptóticas e dos corpos 

apoptóticos no câncer de pulmão, algumas objetivas de ampliação mais 

elevadas são necessárias para um estudo de rotina em microscopia óptica. 

(GAFFNEY, O’NEILL, STAUNTON, 1995) 

O desencadeamento de um processo altamente complexo envolvendo 

componentes moleculares é um fato conhecido no desenvolvimento do câncer, 

e segundo Taraphdar, Roy e Bhattacharya (2001), os genes implicados na 

carcinogenese humana são normalmente reguladores importantes do processo 

de apoptose.  

Todos os grupos apresentaram processo inflamatório no tecido 

pulmonar. Garçon et al. (2001b) sugerem que a exposição a um agente 

oxidante associado a esses cancerígeno induz a uma maior liberação de 

mediadores pró-inflamatórios, contribuindo para o processo de ativação da 

carcinogênese, sendo a apoptose um evento freqüentemente observado em 

doenças inflamatórias pulmonares. 

Áreas focais inflamatórias foram frequentemente observadas em estudos 

prévios envolvendo modelos experimentais de câncer de pulmão. Neste 

estudo, a presença de células apoptóticas em todos os grupos poder ser 

explicada pelo processo inflamatório secundário ao método de indução 

carcinogênica. O reparo após uma lesão pulmonar aguda requer a eliminação 

das células inflamatórias do espaço alveolar e de sua parede, e a apoptose 

celular tem um papel importante na resolução dessas injúrias inflamatórias. 

(KUWANO et al., 2005) 

O B[a]P é um dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos que 

demonstra um alto poder carcinogênico pulmonar. A análise da literatura 

disponível não demonstra com exatidão qual a dose resposta de 

benzo[a]pireno suficiente para indução da carcinogênese pulmonar. No entanto 

observa-se que estudos relacionados com a instilação de B[a]P utilizam doses 

variando entre 10 e 50 mg/kg. (RUBIN, 2001) 

A falta de controle do crescimento e incapacidade de desencadeamento 

dos mecanismos de apoptose são elementos importantes no desenvolvimento 

do câncer de pulmão. Segundo Grivicich, Regner e Rocha (2007), a despeito 
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da grande variabilidade dos tipos de câncer de pulmão, a resistência à 

apoptose é uma característica comum nos tumores malignos. 

A despeito dos avanços na capacidade diagnóstica e terapêutica do 

câncer de pulmão, a mortalidade parece não ter sido grandemente modificada 

nas últimas décadas. Estudos recentes têm insistido na importância da 

utilização de marcadores biológicos e moleculares no diagnóstico, delimitação 

prognóstica e acompanhamento de pacientes com câncer de pulmão. (PATZ et 

al., 2007) 

Os achados deste estudo mostraram que a supressão da apoptose foi 

relacionada ao tempo e à dose utilizados de carcinogênico. A análise da 

gênese tumoral revelou que a capacidade de resistência à morte celular pode 

ser adquirida por mecanismos exógenos, especialmente o contato com agentes 

cancerígenos solúveis. Resultados semelhantes foram observados por Kwon et 

al. (2006) após a injeção intra-traqueal de cádmio em pulmões de ratos. Os 

autores observaram igualmente uma diminuição de células apoptóticas 

condicionadas ao tempo-resposta do agente carcinogênico.  
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7. CONCLUSÃO 

 

A injeção intrapulmonar de benzo[a]pireno induziu significante 

decréscimo na atividade apoptótica do tecido pulmonar, observando-se 

variação tempo e dose dependente do grau de apoptose após a realização do 

experimento.   

O método de avaliação utilizado para avaliação mostrou-se efetivo e 

facilmente aplicável na avaliação das respostas da atividade apoptótica em 

modelos experimentais.  

O entendimento do mecanismo de apoptose e a detecção molecular 

precoce da apoptose celular pode levar a novas estratégias do diagnóstico e 

terapêutica do câncer de pulmão.  
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