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Resumo

O herbicida diuron ou o adocante Sacarina sédica (SNa) sdo substancias ndo genotoxicas
reconhecidas por induzirem carcinoma urotelial em ratos ap6s dois anos de exposicdo a altas
concentracdes. Em periodos de 15 ou 20 semanas estas substancias aumentaram a incidéncia
de hiperplasia simples e o indice de proliferacdo celular na bexiga devido a citotoxicidade ou a
abrasdo. Uma vez que o trato urinario é revestido com urotélio, teoricamente o epitélio da pelve
renal poderia desenvolver lesBes proliferativas semelhantes. No entanto ndo ha na literatura
referéncia quanto a alteracfes do indice de proliferacdo celular do urotélio da pelve renal
induzida pela exposicdo ao diuron ou a sacarina sodica. O objetivo desse estudo foi avaliar as
taxas de proliferacdo celular (indice de Marcagdo, IM) no urotélio da pelve renal de ratos
expostos ao a diuron ou a SNa. Trinta e seis ratos Wistar machos foram alimentados ad libitum
com dieta basal, SNa 710ppm ou diuron 2.500ppm por sete dias ou 15 semanas. Os rins foram
processados para avaliacdo histoldgica e marcacdo imunoistoquimica pelo antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA). Embora estatisticamente ndo significante, a exposicdo a esses
compostos aumentou a incidéncia de hiperplasia urotelial e o IM nos dois momentos avaliados
comparados aos respectivos controles. Os resultados indicaram que a pelve renal responde de
forma semelhante a bexiga a acdo a esses agentes quimicos podendo ser utilizada como sitio
alternativo ou complementar para estudo de efeitos adversos de substancias potencialmente
citdxicas para o urotélio.

Palavras-chave: Diuron. Sacarina sodica. Pelve renal. indice de marcagio. Urotélio.

Cell proliferation in the kidney pelvis of rats exposed to diuron herbicide or to sodium
saccharin artificial sweetener

Abstract

The diuron herbicide or the sweetener sodium saccharin (NaS) are non-genotoxic substances
recognized to induce urothelial carcinoma in rats exposed at high concentrations for two years.
In 15 or 20 week periods these substances increased incidence of simple hyperplasia and cell
proliferation in the rat urinary bladder urothelium due cytotoxicity or abrasion. Since the entire
urinary tract is lined with urothelium, theoretically the kidney pelvis epithelium could develop
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similar proliferative lesions. However, there are no references in the literature regarding to cell
proliferation index changes of the kidney pelvis urothelium induced by diuron or sodium
saccharin exposure. The aim of this study was to evaluate the cellular proliferation rates
(labeling index, LI) in the urothelium of the kidney pelvis of rats exposed to diuron or NasS.
Thirty-six male Wistar rats were fed ad libitum with basal diet, NaS 710ppm or diuron
2,500ppm for seven days or 15 weeks. The kidneys were processed for histological evaluation
and immunohistochemical labeling by Proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Although
statistically not significant, these compounds increased the LI rates and the incidences of
urothelial hyperplasia compared to the respective controls. The results indicated that the
epithelium of the kidney pelvis responds in a similar way to that of the urinary bladder to the
action to these chemical agents can be used as an alternative or complementary site for the study
the adverse effects of potentially cytotoxic substances for the urothelium.

Keywords: Diuron. Sodium saccharin. Kidney pelvis. Labeling index. Urothelium.
Recebido em 14/05/2018 Aceito em 02/10/2018

1 INTRODUCAO

O diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia) € um herbicida derivado da ureia
utilizado em diversos tipos de culturas agricolas para controle de ervas daninhas (OTURAN et
al., 2008). O mecanismo de acdo pelo qual o diuron atua neste controle ocorre através da
inibicdo da fotossintese impedindo a producdo de oxigénio (USEPA, 1997). Devido suas
propriedades fisico quimicas é altamente persistente, com meia-vida de um més a um ano,
podendo permanecer em muitos compartimentos ambientais como solo, agua e &gua
subterranea (FIELD et al., 2003). Apds dois anos de exposi¢do a concentracdo de 2500ppm
pela racdo, ratos Wistar de ambos os sexos apresentaram carcinomas uroteliais na bexiga e
pelve renal (USEPA, 1997; IYER, 2002). Consequentemente, esse herbicida foi classificado
pela U.S. Environmental Protection Agency como “provavel cancerigeno para a espécie
humana” (USEPA, 1997). Estudos desenvolvidos em nosso laboratdrio indicaram que o modo
de acdo (MOA) cancerigeno do diuron na mucosa vesical do rato consiste de sucessivos
eventos-chave que incluem a agressao citotoxica continua do urotélio pelo herbicida e ou seus
metabolitos levando a degeneracéo e esfoliacdo celular, visualizadas a microscopia eletronica
de varredura (MEV) apds 1, 3 ou 7 dias de exposicdo (DA ROCHA et al., 2013; FAVA et al.,
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2015) e, finalmente, ap6s 20 semanas de exposicdo, necrose seguida de hiperplasia regenerativa
(DA ROCHA et al., 2010, 2012, 2013, 2014; CARDOSO et al., 2013, FAVA et al., 2015).

A sacarina sodica (SNa) € um adocante sintético nao calorico amplamente prescrito para
diabéticos, desde a sua descoberta, seu uso tem sido controverso devido a capacidade de
promover tumores na bexiga nas segundas geracdes de ratos, apos longos periodos de exposicao
oral a altas concentrac6es (COHEN et al., 1990, 1995; WHYSNER & WILLIAMS, 1996). Os
sucessivos eventos-chave que constituem o MOA cancerigeno da SNa, diferente daqueles do
diuron, iniciam-se com altera¢cdes da composicao urinaria (proteinas, eletrdlitos e pH), sequidas
de formacdo de solidos urinarios (principalmente fosfato de célcio) que por microabrasdo da
mucosa urotelial superficial induzem necrose, esfoliacdo, aumento da proliferacdo celular,
hiperplasias e, eventualmente tumores (COHEN et al., 1998; 2000; TURNER et al., 2001).
Devido as diferencas entre homem e o rato quanto a composicao urinaria, os humanos ndo
produzem esses solidos urindrios e, portanto, ndo sao suscetiveis ao MOA cancerigeno da SNa
(COHEN et al., 2008; SINGH, 2013).

Muitos marcadores imunoistoquimicos sdo utilizados para a avaliacdo da proliferacéo
celular. Algumas proteinas nucleares participam efetivamente do processo de multiplicacéo
celular e, por isso, podem ser utilizadas como marcadores especificos para a avaliacdo de
alteracdes proliferativas do tecido. Neste cenario, a deteccdo e estimativa quantitativa dos
marcadores 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), do antigeno nuclear associado ao ciclo celular
(Ki-67) e do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) pode contribuir para a avaliagdo
de alteraces relacionadas com o processo de divisdo celular (MUSKHELISHVILI et al., 2003).
O PCNA, proteina nuclear ndo-histona necessaria ao funcionamento da enzima DNA-
polimerase-delta nas fases G1a M (FOLEY etal., 1991; MUSKHELISHVILI et al., 2003), tem
sido amplamente utilizado na pesquisa clinica e experimental para estimativa da taxa da
proliferacdo celular (indice de marcacgdo, IM) em cortes histolégicos. O uso do PCNA tem sido
incentivado por ndo requerer injecdo prévia de substancias marcadoras exogenas; 0 que €
necessario quanto ao uso do BrdU; e por ser de facil deteccdo nas células em proliferacéo, visto
que sua expressdo esta presente nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular (MUSKHELISHVILI
et al., 2003). Ainda que varios estudos de nosso grupo tenham utilizado o BrdU na detecgéo de
alteraces proliferativas do diuron ou da SNa (CARDOSO et al., 2013; FAVA et al., 2015) e o
PCNA (NASCIMENTO et al., 2006) no urotélio da bexiga, ndo encontramos na literatura este

tipo de avaliagdo no epitélio da pelve renal.
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Em humanos, o carcinoma de células uroteliais (CCU) é o tumor maligno mais frequente
na bexiga correspondendo a 95% dos casos de neoplasias neste 6rgdo. Seu desenvolvimento
tem sido relacionado com exposicdo a fatores biologicos (virus e parasitas), ambientais
(arsénio), ocupacionais (aminas aromaticas) e ao estilo de vida (tabagismo) (CRAWFORD,
2008; KIRILUK et al., 2012). O CCU pode ocorrer em diferentes topografias do sistema
urinario, como bexiga, ureter e pelve renal (TYLER, 2012), estruturas que sdo revestidas pelo
mesmo epitélio de transicdo (SOUZA et al., 2018). Portanto, cancerigenos quimicos para a
bexiga também podem induzir alteracdes proliferativas na pelve do rim. Essas consideracfes
sdo validas para o0 homem e para animais de experimentacdo, como roedores, que, com
pequenas diferencas, tém a morfologia do sistema urinario basicamente similar (OYASU,
1995).

2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar as alterac6es proliferativas no urotélio da pelve renal
de ratos expostos a sacarina sédica 710ppm ou ao diuron 2500ppm por sete (07) dias ou 15
semanas pela histologia e estudo imunoistoquimico do indice de marcacdo pelo antigeno

nuclear de proliferagéo celular (PCNA).

3 METODOLOGIA

3.1 SUBSTANCIAS QUIMICAS

As substancias quimicas usadas foram a sacarina sodica (SNa) (CAS no. 82385-42-0;
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA, > 98% purity) e o diuron (CAS n°® 30-54-1: Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA 97% purity) e. Essas substancias foram misturadas a racéo
comercial em p6 (Nuvilab CR1; Nuvital, Colombo, PR, Brasil) em concentracdes finais de
710ppm para a SNa e 2500ppm para o diuron e, que foram escolhidas conforme a literatura
(COHEN et al., 1995; USEPA, 1997, respectivamente).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, sob Protocolo 928/2012. O delineamento
experimental esta apresentado no resumo grafico abaixo (Figura 1).
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Figura 1: Delineamento experimental
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No estudo original de FAVA et al. (2015), ap6s aclimatacdo de duas semanas, 0s ratos
foram distribuidos randomicamente em trés grupos de 28 animais cada: Controle (ragéo basal),
SNa 710ppm e diuron 2500ppm. Para este estudo foram recuperados aleatoriamente os rins de
36 ratos Wistar machos utilizados desse estudo anterior sendo 18 animais para cada momento
(7 dias ou 15 semanas) e seis animais para cada grupo experimental. Esses animais foram
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP,
Campinas, SP. No biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, os animais foram mantidos sob condi¢cbes ambientais da sala de
experimentacao na temperatura (21 + 3°C), umidade relativa do ar (50 + 20 %), quatro ciclos
de exaustdo de ar diario e periodo de 12/12 horas claro/escuro. Agua e racdo foram fornecidas

ad libitum.

3.3 RETIRADA E PROCESSAMENTO DOS RINS

ApoOs sete (7) dias ou 15 semanas de exposi¢do os animais foram anestesiados com
Ketamina (80mL, 90 mg/Kg) e xilazina (2%, 10 mL para 13mg/Kg), administradas
intraperitonealmente. A eutanésia foi realizada pela sec¢éo da veia cava inferior, apos abertura
mediana da parede abdominal anterior. Os rins foram removidos e fixados em formalina
tamponada a 10% por 48 horas, lavados com agua corrente por 24h, colocados em alcool 70%
e processados de modo que os cortes histoldgicos interessassem a pelve renal.
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3.4 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras foram processadas para andlise histologica confeccionando-se laminas com
cortes de 5u que foram corados pelo método Hematoxilina e Eosina (H&E). Os critérios
histoldgicos para eventuais lesfes hiperplasicas da pelve renal foram os mesmos estabelecidos
para avaliagdo do urotélio da mucosa vesical, ou seja, aumento da espessura do epitélio acima
de quatro camadas celulares (COHEN, 1983; ITO & FUKUSHIMA, 1989).

3.4 REACAO IMUNOISTOQUIMICA E AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

Cortes histologicos de 5 de espessura de rins esquerdo e direito de 06 (seis) animais
por grupo colocados em laminas silanizadas foram desparafinizados e submetidos a reacédo
imunoistoquimica para andlise da expressao da proteina nuclear de proliferacdo celular
(PCNA), utilizando-se a técnica de imunocomplexo de avidina-biotina peroxidase (HSU et al.,
1981). Para ambos os anticorpos priméario (PC-10, Dako Corporation, USA) e secundario
(Vector Laboratories, CA, USA) foi utilizada a diluicdo de 1:200. Como controle positivo de
marcacao foi utilizado corte histoldgico de intestino de rato, que é rico em células proliferantes.
Com auxilio de microscopio 6ptico convencional (Olympus BX 40) na magnificacdo de 400x
foram contados todos os ndcleos de células uroteliais do epitélio que reveste a pelve renal, nos
animais dos diferentes grupos experimentais, independentemente de estarem ou ndo marcados
para o antigeno de interesse (PCNA). O indice de marcacao celular (IM) foi calculado dividindo
0 numero de nucleos PCNA positivos pelo nimero total de nicleos contados, multiplicando o
resultado por 100.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os indices de marcacdo (IM) dos diferentes grupos (controle, SNa e diuron) foram
comparados entre si utilizando-se o teste de amplitudes multiplas de Duncan. Para comparagao
das incidéncias de hiperplasia simples observada na coloragao por hematoxilina e eosina (H&E)
utilizou-se o teste exato Fisher. Para ambos os parametros as diferengas foram assumidas como

significativas quando p<0,05.

4 RESULTADOS
4.1 ANALISE HISTOLOGICA DA PELVE RENAL
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O Unico tipo de alteracdo histoldgica encontrado no epitélio da pelve renal foi
hiperplasia simples (HS), que consistiu de espessamento homogéneo e focal do urotélio, sem
formacéo de papilas. As incidéncias de HS urotelial nos animais expostos a SNa ou ao diuron
foram de 5/6 e 3/6 ap6s 7 dias e de 2/6 e 5/6 apds 15 semanas estavam aumentadas, porém, sem
diferir significativamente dos respectivos controles (2/6 e 1/6). Nenhuma outra alteracgéo

histoldgica foi observada nos rins dos animais analisados (Tabela 1, Figuras 2,3).

4.2 INDICE DE MARCACAO (IM)

Embora néo diferissem de modo significativo entre os grupos, os IMs dos animais
expostos a SNa ou ao diuron estavam aumentados em relagdo aos respectivos controles,
independentemente do tempo de exposicdo, 7 dias ou 15 semanas (Tabela 1, Figuras 2 e 3).
Tabela 1. Incidéncias de hiperplasia simples (HS) e indices de marcacéo (IM) pelo

anticorpo anti-PCNA na pelve renal de ratos Wistar expostos a SNa 710ppm e por 7 dias
ou 15 semanas.

Incidéncia de HS na Pelve

Grupo indice de Marcagéo®

renal &P

7dias

Controle 2/6 14,63 + 2,21
SNa 710ppm 5/6 19,52 £ 2,27
Diuron 2500ppm 3/6 22,82 £ 3,77
15 semanas

Controle 1/6 16,98 + 2,57
SNa 710ppm 2/6 23,63+ 2,70
Diuron 2500ppm 5/6 20,98 £ 3,46

HS: Hiperplasia Simples; MO: Microscopia Optica; DP: Erro padrdo; SNa: sacarina sodica.? Valores expressos por animal; ® Teste exato de
Fisher, ¢ Teste de amplitude maltiplas de Duncan
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Figura 2: Pelve renal de ratos Wistar dos grupos: controle, SNa e diuron ap6s 07 dias de
exposicao. (A, B, C, coloracdo de H&E; a, b, ¢, marcacéo pelo anticorpo anti-PCNA)
(aumento 100x).

Figura 3: Pelve renal de ratos Wistar dos grupos: controle, SNa e diuron apés 15 semanas
de exposicao. (A, B, C, coloragdo de H&E; a, b, ¢, marcacéo pelo anticorpo anti-PCNA)
(aumento 100x)

A
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o diuron e a sacarina sodica induzem alteracbes
proliferativas no epitélio de revestimento (urotélio) da pelve renal. Para cancerigenos nao-
genotdxicos, isto €, aqueles que ndo interagem diretamente com o DNA, o aumento da
proliferacdo celular é considerado um evento-chave importante e necessario para 0
desenvolvimento tumoral, ainda que necessite de outros eventos complementares, e.g.,
alteracdes moleculares, para que a evolucdo para neoplasias uroteliais seja atingida (COHEN
etal., 2016).

A estrutura e fungdo do trato urinério inferior de roedores s&o muito semelhantes ao de
humanos no que tange a pelve renal, ureteres, bexiga e uretra, porém, com menor nimero de
camadas de células epiteliais (COHEN, 1983; OYASU, 1995; SOUZA et al., 2018). Desde que
0 trato urinario é revestido com o mesmo epitélio, teoricamente essas regides poderiam
desenvolver lesdes proliferativas semelhantes. Entretanto, lesdes na uretra ou ureter sdo raras
nos ratos. Isto pode ser explicado pela passagem rapida da urina contendo substancias toxicas
por estes compartimentos, em comparagdo com o contato mais demorado destas na bexiga onde
a urina fica armazenada (COHEN, 1983; OYASU, 1995).

A inducdo de tumores uroteliais pela exposicdo ao diuron ou a SNa ocorre através do
aumento da proliferacdo celular, por diferentes MOAs. Apo6s ingestdo, o diuron é absorvido
pelo sistema gastrointestinal e extensivamente metabolizado e excretado na urina (I'YER, 2002;
DA ROCHA et al., 2014). Assim, 0 modo de acdo (MOA) pelo qual o diuron induz lesdes no
urotélio do rato a altas doses envolve ativacdo para metabolitos toxicos, principalmente N-(3,4-
dichlorofenil) ureia (DCPU) e em menor quantidade 4,5-dichloro-2-hidroxifenil ureia (2-OH-
DCPU) que concentrados na urina induzem citotoxicidade, degeneracdo celular, esfoliacdo e
necrose seguidas de hiperplasia regenerativa e eventualmente formacdo de tumores (DA
ROCHA et al., 2010; 2012; 2013; 2014). Diferentemente do diuron, o desencadeamento do
processo de toxicidade urotelial apos exposicdo a altas concentracGes de SNa é dependente de
alterac6es do pH e da composicao da urina que possibilitam a formacéo de precipitados sélidos,
principalmente pela ligacéo de altos niveis de proteinas com ions sodio e fosfato de célcio, que
em contato com as células uroteliais induzem microabrasdo da mucosa, necrose, esfoliagéo,
proliferacdo celular regenerativa e ocasionalmente desenvolvimento de tumores (COHEN et
al., 1998; 2000).
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Em estudos prévios, ratos expostos pela racdo ao diuron 2500ppm por periodos variados
de até 20 semanas apresentaram aumento no indice de proliferacéo do urotélio vesical, indicado
pela quantificacio de nucleos marcados imunoistoquimicamente para o PCNA
(NASCIMENTO et al., 2006) ou de BrdU (CARDOSO et al., 2013; DA ROCHA et al., 2014;
FAVA et al., 2015), e aumento nas incidéncias de hiperplasia urotelial. De modo similar, e
corroborando aquelas observacbes, o0 presente estudo mostrou que, embora de modo nao
significativo, as taxas de proliferacdo do urotélio da pelve renal estavam numericamente
maiores nos animais expostos & SNa e ao diuron quando comparados aos seus respectivos
controles, independente do tempo de exposicdo. Além disso, associadas a0 aumento numérico
das taxas de proliferacdo, os animais também apresentaram, a histologia, incidéncias
relativamente aumentadas de hiperplasia urotelial.

Com relacdo aos animais expostos a SNa, a incidéncia de hiperplasia no urotélio foi
maior no periodo de sete (7) dias e o aumento do IM mais proeminente no periodo de 15
semanas. No entanto, nos animais expostos ao diuron esta relacdo foi ao contrario daqueles
expostos a SNa, ou seja, o IM menor na 15semana sugerindo que houve a adaptacao do urotélio

apos exposicdo prolongada ao herbicida.

6 CONCLUSAO

Consequentemente aos diferentes MOAS de carcinogénese urotelial desencadeados por
estes agentes quimicos i.e., a agressdo citotdxica continua do urotélio pelo herbicida diuron e
ou seus metabdlitos (DA ROCHA et al., 2014;) ou abrasdo pelos sélidos urinarios
desencadeados pela SNa (COHEN et al., 1998), os indices de marcacdo observados na pelve
renal neste estudo apresentaram-se de forma semelhante aqueles que ocorreram na bexiga de
ratos do estudo original de FAVA et al., 2015, o qual utilizou o BrdU como marcador. Os
resultados indicam que a pelve renal pode ser utilizada como sitio alternativo ou complementar

para estudo de efeitos adversos de substancias potencialmente citotoxicas para o urotélio.
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