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RESUMO

Introducéo: Modelos experimentais de inducéo da carcinogénese pancreatica sdo
necessarios para melhor compreensdo da biologia tumoral e para estudar os
efeitos de agentes promotores ou protetores. Objetivos: Avaliar os efeitos do
alcool e da cafeina na carcinogénese pancreatica induzida pelo 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA), aplicando a classificagdo sistematizada de
neoplasias intra-epitelias pancreéaticas (PanIN) de Hruban e cols. (2001)(1) em
camundongos. Métodos: Cento e vinte camundongos mus musculus, machos,
adultos foram divididos em quatro grupos. Em todos os animais foi induzida a
carcinogénese pancredtica pela implantacdo de 1mg de DMBA no péncreas dos
animais. Os animais recebiam ou &gua ou cafeina ou alcool ou alcool+cafeina de
acordo com seu grupo. Para a analise histologica do péancreas, adotou-se a
classificacéo sistematizada das lesdes precursoras (PanIN). Resultados: No grupo
dgua + DMBA, 16,6% dos animais desenvolveram adenocarcinoma ductal
pancreatico (ADP) e 66,6% apresentaram neoplasias intra-epiteliais pancreaticas
(PanIN). No grupo alcool + DMBA, 52,9% desenvolveram ADP (p<0,05) e
35,3% PanIN. No grupo cafeina + DMBA, 15% apresentaram ADP e 65% PanIN.
No grupo alcool+cafeina + DMBA, 23,8% desenvolveram ADP e 71,4% PanlIN.
Conclusdes: O modelo experimental de carcinogénese pancreatica em
camundongos utilizando o DMBA, é eficaz na inducéo de lesGes precursoras e de
adenocarcinoma pancreatico. O alcool estd associado ao aumento da freqiiéncia
de adenocarcinoma pancreatico, enquanto que a cafeina ndo demonstrou este

efeito.
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ABSTRACT

Introduction: Experimental models of pancreatic carcinogenesis are necessary to
a better understanding of tumoral biology and to study the effects of the
promotting or protective agents. Objectives: To evaluate the effects of alcohol or
caffeine in pancreatic carcinogenesis induced by the DMBA (7,12-
dimethylbenzanthracene) in mice, aplying the systematized classification of
pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) of Hruban e cols. Methods: A
hundred and twenty male, adult mice (mus musculus), were allocated into four
groups. In all animals, pancreatic carcinogenesis was induced by implanting 1mg
of DMBA into the pancreas. According with each group, a different solution was
added to the drinking water. Some animals received water, others caffeine,
alcohol or alcohol plus caffeine. To the histological analysis of the pancreas, the
systematized classification of preinvasive lesions (PanIN) was adopted. Results:
In the group water+DMBA, 16,6% of animals developed pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDA) and 66,6% pancreatic intraepithelial neoplasias (PanIN).
In the group alcohol+DMBA, 52,9% developed PDA (p<0,05) and 35,3% PanlIN.
In the group caffeine+DMBA, 15% developed PDA and 65% PanIN. In the group
alcohol+caffeine+tDMBA, 23,8% developed PDA and 71,4% PanIN.
Conclusions: The experimental model of pancreatic carcinogenesis in mice using
DMBA is effective in the induction of preinvasive lesions and pancreatic
adenocarcinoma. Alcohol is associated to the increase of incidence of pancreatic

adenocarcinoma, while caffeine did not show this effect.



INTRODUCAO

O adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) representa o décimo primeiro
sitio primério de neoplasia, e é atualmente a quarta causa de Obito por cancer nos
Estados Unidos da América (EUA)(2),(3),(4). O ADP tem taxa de sobrevida em 1
ano de 19% e em 5 anos de 4% quando considerados todos os estagios. E a
neoplasia maligna com menor taxa de sobrevida em 5 anos entre todos os tipos de
neoplasias(2),(5). Aproximadamente 80% dos pacientes apresentam doenca
irressecavel no momento do diagndéstico(2). Assim, infelizmente, a maioria dos
pacientes sdo submetidos apenas a tratamento paliativo. Esses dados ressaltam a
importancia do diagnostico das lesdes iniciais e da identificacdo de possiveis
fatores de risco.

Estudos recentes tém caracterizado as lesdes precursoras (pré-invasivas) do
ADP, unificando a terminologia destas lesdes e propondo um modelo de
progressdao morfoldgica para o ADP (1),(6),(7). De acordo com esses autores,
estas lesdes foram classificadas em Neoplasias Pancreaticas Intra-epiteliais
(PanIN). Estes estudos também relacionam estas lesdes precursoras com
alteracdes genéticas moleculares especificas(8).

O ADRP esta associado a inimeros fatores de risco como tabagismo, diabete
melito, pancreatite cronica, gastrectomia prévia e historia familiar (9). A
associacdo entre o consumo de alcool ou de cafeina com céncer de pancreas ndo
esta bem definida.

Modelos experimentais de carcinogénese pancreética induzida pelo 7,12-

dimetilbenzantraceno (DMBA) tém sido desenvolvidos para a inducdo de



adenocarcinoma pancreatico(10),(11),(12),(13), todos utilizando o rato como
animal de experimentacdo. Zehnder e cols. induziram o adenocarcinoma
pancreatico em camundongos e descreveram uma sequéncia displasia-
adenocarcinoma, estudo que foi publicado somente sob forma de resumo(14). A
classificagdo sistematizada das lesdes precursoras (PanIN) é de publicacéo
posterior(1).

O presente estudo avalia os efeitos do alcool e da cafeina na carcinogénese
pancredtica induzida pelo DMBA em camundongos, classificando os resultados

nesta nova nomenclatura das lesbes intra-epiteliais pancreéticas.



OBJETIVOS

- Avaliar os efeitos do alcool e da cafeina na carcinogénese pancreatica
induzida pelo 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) em modelo experimental em
camundongos.

- Estudar as lesdes precursoras € a carcinogénese pancreatica induzidas pelo

7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) em modelo experimental em camundongos.



REVISAO DA LITERATURA

O adenocarcinoma ductal do pancreas (ADP) permanece como problema de
satide publica mundial e como desafio clinico(3). E a quarta causa de 6bito por
cancer nos Estados Unidos (4) e a segunda causa de 6bito por cancer do trato
digestivo(15), sendo o décimo primeiro sitio neoplasico priméario(3). A maior
incidéncia é na sexta e sétima décadas de vida, com predominio em homens
(risco relativo 1,35)(2) e a relag&o entre negros e brancos é 1,5:1(16),(17).

A incidéncia americana de tumores pancreaticos é de 9 casos/100.000
hab/ano (2). Em 2002, mais de 30.300 novos casos foram diagnosticados nos
EUA e quase 30.000 pacientes faleceram desta doenga (18). No Reino Unido, 0
cancer de pancreas afeta aproximadamente 6000 pessoas anualmente (19). No
Brasil, o Rio Grande do Sul é o estado que apresenta maior mortalidade por
cancer de pancreas (5,3/100.000 hab/ano)(20;21).

Estima-se que ocorram 185.000 novos casos de cancer de pancreas,
anualmente em todo mundo, com razao de ébito por incidéncia de 0,99(3), com
taxa de sobrevida de 5 anos inferior a 5%(2). No momento do diagnostico, 80%
dos pacientes apresentam doenca irressecavel, ou seja, doenca localmente
avancada ou metastatica (2). Este mau prognostico reflete a inefetividade dos
métodos de “screening”, a apresentacdo da doenga em estagios avancados e a

auséncia de terapias adjuvantes eficazes(11).



A resseccdo cirdrgica com margens livres e linfonodos negativos oferece a
melhor possibilidade de cura para o cancer de pancreas, com taxa de sobrevida
em 5 anos de 20% (22). Infelizmente, a maioria dos pacientes é submetida apenas
a tratamento paliativo.

O diabete melito pode ser uma manifestacdo precoce do carcinoma
pancreatico, principalmente quando de inicio subito em pacientes com mais de 50
anos, sem historia familiar (5). Entretanto, a sua presenga por 5 anos ou mais,
especialmente nos pacientes ndo-insulino dependentes, com idade superior a 40
anos, aumenta o risco (23). Embora exista essa relacéo, sua fisiopatologia ndo esta
definida, mas especula-se que a intolerancia a glicose, o hiperinsulinismo e
resisténcia a insulina estejam envolvidos neste processo(24),(16),(25),(2).

A pancreatite cronica apresenta um dos riscos mais bem definidos que esta
ligado ao tempo de evolucdo da doenca. Em cada década ha um aumento do risco
de aproximadamente 2%(26).

O tabagismo é um dos mais importantes fatores de risco. Até 30% dos
tumores podem ser atribuidos ao fumo como agente etiologico. Varios estudos
tipo caso-controle e tipo coorte demonstraram aumento de 1,5 a 3,8 vezes no risco
de desenvolvimento do ADP. O seu efeito se estende aqueles cujo contato é
apenas por inalacdo da fumaca do cigarro. Estima-se que o0 risco continue
aumentado por um periodo de 10 a 15 anos ap0s a cessacdo do tabagismo
(16),(9),(15),(27). A nicotina, mas sobretudo as nitrosaminas tabaco especificas

sdo as mais envolvidas com a carcinogénese(28),(29).



A obesidade ndo tem sido associada ao ADP(30). Alguns tipos de dietas
como aquelas com altos percentuais de proteinas (carnes vermelhas) ou gorduras
tém demonstrado risco aumentado(31),(32).

A exposicao ocupacional representa um grupo heterogéneo de produtos e de
ocupacdes relacionadas. Entre eles, os trabalhadores da inddstria petroquimica, de
borracha, de plastico, os trabalhadores rurais com contato com DDT (dicloro-
difenil-tricloroetano), e o0s que mantém contato com aminas aromaticas,
compostos de niquel e cadmio, benzopirenos, 2-naftilamina, entre outros
(16),(27),(9).(2).

O ADP tem sido relacionado a algumas cirurgias digestivas. A gastrectomia
aumenta o risco de desenvolvimento de carcinoma pancreéatico (RR 1,8; IC 95%
1,3-2,6) apds cinco anos da cirurgia, aumentando gradualmente para 3,6 apos 35
anos ou mais (33). A colecistectomia ndo apresenta riscos, segundo estudos atuais
(34),(35).

A historia familiar est4d relacionada com risco aumentado de
desenvolvimento de ADP.A frequéncia de parentes em primeiro grau com
diagnostico de ADP aumenta o risco relativo, conforme o nimero de familiares
acometidos: trés (32,0; 1C 95% 10,2-74,7), dois (6,4; IC 95% 1,8-16,4), ou um
(4,6; I1C 95% 0,5-16,4). O risco € maior em fumantes do que ndo fumantes.

Existem algumas sindromes genéticas, cujo gene e o risco relativo
aumentado de desenvolvimento do ADP foram estudados: cancer de mama e
ovario hereditarios por mutacées em BRCA2 (aumento de 3,5 a 10 vezes), sendo

a mutacdo no BRCA2 a mutacdo mais comum identificada em pacientes



portadores de ADP hereditario; melanoma mdaltiplo familiar atipico com mutagdo
do p16 (aumento de 12 a 20 vezes); sindrome de Peutz-Jeghers com mutagdo do
STK11 e LKB1 (aumento de 130 vezes); pancreatite hereditaria com mutacdo no
PRSS1 (aumento de 50 vezes); cancer colo-retal ndo-polipomatoso hereditéario
com mutacdo do gene reparador do DNA e a sindrome ataxia-telangiectasia. Uma
sétima sindrome, que consiste de cancer de pancreas, insuficiéncia pancreatica e
diabete melito foi recentemente descrita com mutagdo no cromossoma 4q32-34
(2).

Por outro lado, alguns fatores tém sido especulados como protetores. Os
principais sdo o alto consumo de vegetais e frutas(36), de azeite de oliva(37) e a
pratica de caminhadas, pelo menos 1 hora e meia por semana ou mais (2). A
aspirina tem sido objeto de controvérsia, pois ha estudos populacionais
demonstrando a diminui¢do da incidéncia e mortalidade pancreatica em grupos
com consumo regular de aspirina em até 43% (32), em oposi¢do a outros que nao
demonstraram nenhum beneficio (38),(39).

A relagéo do alcool e da cafeina com o cancer de pancreas sera discutida

mais adiante.

Biologia Molecular do Cancer de Pancreas
O ADP é doenca associada a mutacGes em genes causadores de cancer (40).
Estes genes podem ser classificados em trés grupos: genes supressores de tumor,

oncogenes e genes reparadores do DNA.



1) Genes supressores de tumor: normalmente funcionam por restringir a
proliferacdo celular e a perda de sua funcdo, por mutacdo ou delecéo, resulta em
aumento da proliferacdo celular. No minimo quatro genes supressores de tumor
estdo envolvidos no desenvolvimento do cancer de pancreas (3).

1.1) p16: Este gene supressor de tumor no cromossoma 9 esta inativado em
aproximadamente 95% dos casos de cancer de pancreas(41),(42). A proteina
codificada por este gene ¢ um importante regulador do ciclo celular.

1.2) p53: O segundo gene supressor de tumor, mais frequentemente
inativado no cancer de pancreas, € o p53. O p53 esté localizado no cromossoma
17p e esté inativado em 50-70% dos casos de cancer de pancreas (43),(44),(45). A
inativacdo do p53 resulta ndo somente na perda de um importante regulador do
ciclo celular, mas também de um importante indutor da morte celular.

1.3) DPC4 (Deleted in Pancreatic Cancer Locus 4): O gene DPC4 do
cromossoma 18q esta inativado em aproximadamente 50% dos casos de cancer de
pancreas (46),(47). O DPC4 é um interessante gene supressor de tumor porque
sua inativacdo é relativamente especifica para cancer de pancreas (48).

1.4) BRCAZ2 ( Breast Cancer 2): Este gene esta inativado em apenas 7% dos
casos de cancer de pancreas (49),(50) e esta associado ao cancer de pancreas
hereditario (2).

2) Oncogenes: O oncogene mais frequentemente ativado no cancer de
pancreas € o K-ras (51). Mais de 90% dos casos de ADP estdo associados com
mutacgdes neste oncogene e a maioria destas mutagdes esté localizada no cédon 12

do K-ras gene (51).



3) Genes reparadores do DNA: Sua inativacdo resulta em um fenotipo
molecular especifico, chamado instabilidade microsatélite ou “RER+”. Isto ocorre
aproximadamente em 4% dos casos de ADP e o cancer de pancreas “RER+”
apresenta uma caracteristica morfologica unica (52). Este tipo de cancer tende a
ser pouco diferenciado, dipldide e com bom progndstico.

O entendimento da biologia molecular do cancer de pancreas apresenta
potenciais aplicacdes clinicas:

- alteracBes genéticas moleculares tém sido usadas para definir lesGes
precursoras do adenocarcinoma infiltrativo do pancreas (44).

- alteracBes genéticas moleculares podem ser usadas para caracterizar
histologicamente lesbes ambiguas (3).

- alteragdes genéticas moleculares podem formar a base para novos testes de
“screening”para neoplasia de péancreas. Estas alteracBes genéticas podem ser
detectadas no suco duodenal ou mesmo nas fezes de pacientes com neoplasia de
pancreas e estas alteracGes podem ser detectadas antes dos pacientes apresentarem
neoplasia clinicamente detectavel(53),(54),(55).

- alteracbes genéticas moleculares podem ser utilizadas como teste
epidemioldgico. Determinados carcindgenos induzem mutagdes especificas no
DNA e o achado de mutacbes especificas na presenca de carcinomas podem
sugerir que carcinomas foram causados por um carcindgeno especifico.

- alguns casos de cancer de pancreas podem ter maior incidéncia familiar se

associados com mutagdes no BRCA2. Assim, pacientes de risco podem realizar
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“screening” para detectar alteracbes no BRCA2 e aqueles que apresentarem esta

mutacao sejam acompanhados para deteccdo de cancer de mama ou pancreas (3).

LesGes Precursoras do Cancer de Pancreas

Proliferacfes microscopicas em pequenos ductos pancredticos tém sido
reconhecidas por quase um século (56), mas uma ampla terminologia tem sido
utilizada para classificar estas lesdes precursoras.

Devido a crescente importancia das lesGes precursoras e nomenclatura
muito heterogénea realizou-se uma reunido de consenso em 1999 para unificagdo
da terminologia dessas lesdes. Um grupo de oito patologistas do Canada, EUA,
Alemanha e Holanda, analisaram 35 Iaminas diferentes, antes do encontro. Dessa
primeira analise, 70 diagndsticos diferentes foram dados, mesclando diferentes
graus de hiperplasia, displasia, hiperplasia com displasia, neoplasias pancreéticas
intra-epiteliais(PanIN) e lesdes ductais. Foi impossivel a concordancia entre os
examinadores. Reuniram-se entdo para o consenso, Pancreas Cancer Think Tank,
em Park City, Utah, EUA, de 16 a 19 de setembro de 1999, concluindo que a
melhor nomenclatura a adotar seria a de PanIN (*Pancreatic Intraepithelial
Neoplasia”). Esta nomeclatura e sistema de classificagdo para lesfes ductais
pancredticas foi primeiramente proposta por Klimstra e Longnecker em 1994(57),
que uniformizou a terminologia destas lesdes, auxiliando a definir um modelo de

progresséo da neoplasia pancreatica (58),(6),(59)(Figura 1).
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Figura 1: Representacdo morfoldgica evolutiva do PanIN, adaptado de Maitra e cols.(6).

Esta classificacdo das lesdes precursoras (PanIN) tornou-se consenso
internacional e foi oficialmente publicada por Hruban e cols. em 2001(1), e esta

explicitada na secdo “Métodos”.

Modelos Experimentais de Carcinogénese Pancreética

A presenca de pontos obscuros na carcinogénese pancredtica estimula o
desenvolvimento de modelos experimentais em animais biologicamente
semelhantes. Modelos experimentais em animais devem mimetizar a doenga que
ocorre em humanos. As técnicas e 0s modelos utilizados sdo variados e estdo
descritos a seguir.

Animais geneticamente modificados

Animais geneticamente modificados sdo ideais para estudo das multiplas
etapas da carcinogénese pancreatica. E realizado, quase que exclusivamente, em
camundongos. As principais técnicas utilizam animais transgénicos (inser¢do de
uma sequéncia especifica de DNA com especificidade de expressdo no tecido

pancreatico), o “knockout” (delecdo genética, por exemplo, com p53 deficiente)
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ou a combinacdo das duas (60). O fator que limita o uso deste modelo
experimental é o elevado custo dos animais geneticamente modificados.

Animais imunodeficientes

Animais imunodeficientes, principalmente os camundongos, sdo viaveis
para estudo experimental do céncer pancredtico humano. Os camundongos
atimicos e sem pélos tém sido utilizados como receptores de xenotransplantes de
cancer pancreatico humano (61).

Os métodos de inducdo tumoral incluem a injecdo direta de células de
cancer pancreatico humano no pancreas dos animais, o transplante de fragmentos
tumorais do subcutdneo de animais doadores e o transplante de fragmentos
tumorais obtidos de tumores humanos ressecados (62). A critica a este modelo
experimental de carcinogénese pancredtica é de que o uso de animais
imunodeficientes difere, em muitos aspectos da situacdo do paciente,
particularmente pelo seu estado imunoldégico.

Modelos experimentais com carcin6genos quimicos

a) Azaserina

E um dos carcinbgenos mais bem estudados. A azaserina € um
antimetabdlito que induz dano no DNA e inibe a sintese do DNA no pancreas de
ratos, e também no rim, na mama e na pele. A inducdo é feita por injecdo
intraperitoneal de 150-260 mg/kg de azaserina, divididas em 5 a 26 doses
semanais. A partir de dois meses, ap06s o inicio do tratamento, ja existe a
formacdo de nodulos de células acinares. Apds quinze meses, a incidéncia de

carcinomas foi de 58% em machos e 17% em fémeas. A maioria das neoplasias
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induzidas foi do tipo acinar com alguns casos ductulares, cisticos e
indiferenciados. As metastases sdo infrequentes. O estudo molecular revelou
auséncia de mutacbes no K-ras, & semelhanca do carcinoma de células acinares
em humanos (63).

Este modelo experimental de carcinogénese pancreética € um bom modelo
para o desenvolvimento do carcinoma de células acinares, mas estes tumores
raramente ocorrem em humanos, o que limita o uso deste modelo experimental.

b) N-nitrosobis (2-oxopropyl)amine (BOP)

Vaérios tipos de nitrosaminas e compostos afins ja foram estudados na
carcinogénese pancreatica, mas o mais potente e seletivo € o BOP. Entretanto,
induz também tumores no figado, vesicula biliar, pulmdes e rins.

Este modelo experimental de carcinogénese pancreética é desenvolvido em
hamsters. A carcinogénese € induzida pela injegdo subcutanea de BOP na dose de
10 mg/kg, durante 16 semanas e 0s animais sdo sacrificados apds 32 semanas.
Clinicamente, desenvolvem ictericia, caquexia, ascite e trombose vascular. A
maioria dos tumores pancreaticos é de adenocarcinomas ductais com ocorréncia
em 80 a 100% dos animais, apresentando invasdo perineural e intensa reacao
desmoplasica. Em nivel molecular apresentam mutacdo do K-ras no cddon 12
precocemente com alta freqliencia. Muta¢des do p53 sdo infreqlientes e é evento
tardio (60). Os hamsters ndo s&o animais amplamente utilizados em pesquisas de
laborat6rio como ratos e camundongos, e isso tem dificultado o uso deste modelo

experimental na prética.
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c) DMBA

O 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno ou 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é
um hidrocarboneto policiclico aromatico produzido pela combustéo incompleta de
compostos organicos de carbono. Pode ser encontrado como subproduto da
queima do tabaco e de combustiveis fdsseis, no ar poluido, na agua e em
alimentos contaminados por residuos da combustio do petroleo.
Experimentalmente, é teratogénico e mutagénico em animais, produzindo
neoplasias de pele, cavidade oral, pulmbes, mama e pancreas (64).

O primeiro experimento foi conduzido por Dissin, em 1975(10), que
implantou, por meio de incisdo e sutura em bolsa, 2-3 mg de DMBA na regido
cefélica do pancreas, em 35 ratos machos Sprague-Dawley (27 do grupo DMBA e
9 controles). Histologicamente, 14 animais desenvolveram adenocarcinomas bem
diferenciados(10).

Rivera e colaboradores (11) avaliaram a eficAcia da implantacéo
parenquimatosa, da injecdo intraductal do DMBA associadas ou nao a
pancreatectomia subtotal em ratos, ap6s periodo de 10 meses de observacdo. Estes
autores descreveram o adenocarcinoma ductal em 19/49(39%) e metastases
peritoniais em 3/49(6%). A associagdo de pancreatectomia ndo aumentou a
frequéncia das lesdes.

Uma grande questdo é sobre a origem das células ductais neste modelo: se
0s tumores se originam nos ductos, invadindo os I6bulos e células acinares, ou se
o fendtipo ductal é consequéncia da desdiferenciagdo de células acinares em

ductais. Bockman e cols.(1976)(12) analisaram por microscopia eletrénica as
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organelas citoplasmaticas nos adenocarcinomas ductais induzidos pelo DMBA.
Os resultados demonstraram a presenca aumentada de reticulo endoplasmatico
rugoso, caracteristica comum as células acinares (12). O mesmo resultado foi
encontrado quanto a origem dos complexos tubulares (arranjos de estruturas
ductais presentes na circunvizinhanca do sitio de implantacdo do DMBA), quando
estudada pelo mesmo autor. A explicacdo para o arranjo estrutural ductal foi a
diminuicdo dos complexos de Golgi no citoplasma (65). Por sua vez, Jimenez e
cols. (13) avaliaram as lesdes induzidas pela implantagio do DMBA em 2
semanas, 1 més e 9 meses, quanto a presenca de queratina e citoqueratina 19 e 20
(marcadores de células ductais), quimotripsina (marcador para células acinares) e
cromogranina A (marcador para ilhotas), comparando-os a amostras de
adenocarcinomas humanos. O resultado foi que os complexos tubulares e
adenocarcinomas em ratos apresentaram expressdo forte de queratinas e
citoqueratinas 19 e 20, nenhuma expressao de quimotripsina e expressdo rara de
cromogranina A. Os carcinomas humanos apresentaram expressdo forte de
queratina e citoqueratina 19, expressdo de citoqueratina 20 em 15 a 20% das
células, auséncia de quimotripsina e cromogranina A. Com base nestes dados, a
conclusdo foi de que a célula precursora destas neoplasias é a ductal (13).
Contudo, Bockman e cols.(66) implantaram o DMBA no pancreas de ratos e
avaliaram as alteragdes histopatoldgicas locais em 24 horas, 48 horas, 4 dias; 1 e 2
semanas e 1, 3 e 4 meses apos. Os autores concluiram que os complexos tubulares
sdo precursores dos adenocarcinomas e que estas lesdes precursoras tém origem

na desdiferenciagéo das células acinares.
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Z Graggen e cols. avaliaram o papel da dieta hiperlipidica e hiperprotéica
(HL/HP) na génese do adenocarcinoma ductal induzido por DMBA (67). A
prevaléncia de adenocarcinoma, ao final de 9 meses, foi 17% no grupo de dieta
normal e de 29% no grupo de dieta HL/HP. No mesmo experimento, a
mensuragdo da expressdo do K-ras codon 12 mutante foi proporcionalmente
aumentando, conforme o grau de alteracdo patoldgica: pancreas normal (0%),
hiperplasia ductal (21%), displasia ou carcinoma in situ (50%) e adenocarcinoma
invasivo (90%). Este estudo corrobora a propriedade do modelo da DMBA na
indugdo quimica da carcinogénese pancredtica de provocar as alteragdes no K-ras
como no ADP humano.

Zehnder e cols.(14) adotaram este modelo para uso em camundongos,
apresentando resultados semelhantes, mas com diminui¢do do tempo de inducéo
da carcinogénese para apenas 60 dias com prevaléncia de 72% de
displasia/adenocarcinoma (14). Este estudo foi apresentado no Congresso da
IHPBA (International Hepato Pancreato Biliary Association), em Brisbane,
Austrélia, em 2000 e publicado sob forma de resumo.

A adocdo do camundongo como animal de experimentacdo neste modelo
reduziu o tempo de inducdo da carcinogénese. Este animal, pela sua maior
disponibilidade, permite também a utilizacdo de amostra(n) maior, quando
comparado a outros animais.

A classificacdo publicada por Hruban e cols.(1) para caracterizar as lesdes
precursoras (PanIN) do ADP neste modelo experimental em camundongos foi

objeto de estudo recente de tese de doutorado, em que o modelo foi eficaz na
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inducdo da carcinogénese pancreéatica(68). Os efeitos do alcool e da cafeina ndo

foram avaliados neste modelo experimental.

Cafeina e carcinogénese

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina, CgH;0N4O,) é uma substancia exdgena,
presente em varias plantas distribuidas pelo mundo. Sua obtencdo a partir de
grdos de café foi descrita em 1820, a sua estrutura definida em 1875, e sua sintese
realizada em 1895, apud Schirmer(69). E um pd branco, inodoro, com gosto
amargo, densidade de 1,23 e solubilidade na &gua de 1 grama em 46ml, na
temperatura de 20 °C.

Diversos alimentos, principalmente bebidas, consumidos diariamente

contém quantidades variaveis de cafeina (Tabela 1).

Tabela 1 : Concentracéo de cafeina em algumas bebidas

Bebida(180ml) Cafeina (mg)
Cha 40-100

Café passado 100-150

Café instantaneo 60-80

Café descafeinado 1-6
Refrigerante tipo cola 17-55

Fonte: Hand Book of Pediatric Drug Therapy, 1990
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Aproximadamente 80 a 90% da cafeina extraida dos grdos de café verdes é
usada na industria de bebidas e na industria farmacéutica. A principal fonte de
cafeina é o café. Mais de 60 espécies de plantas conhecidas no mundo contém
cafeina, entre elas a “ilex paraguariensis”. As folhas desta planta s&o utilizadas no
preparo do mate (chimarrdo) nas regides sul do Brasil e da América do Sul, e
apresentam niveis importantes de cafeina.

A cafeina é considerada, junto com o tabaco, uma das substancias
psicoativas mais consumidas no mundo (70). O efeito estimulante sobre o sistema
nervoso central, manifestado pela capacidade de manter esforco intelectual, é
provavelmente o motivo que torna seu uso tdo popular. O aumento progressivo da
dose ingerida causa ansiedade, inquietude, insbnia, hiperestesia, podendo
progredir para convulsdes focais e generalizadas (71).

As estimativas de consumo “per capita” de cafeina por dia no mundo é de
70mg/dia. A quantidade consumida varia muito conforme o pais: EUA,
211mg/dia; Canada, 238mg/dia; Suécia, 425mg/dia e Inglaterra, 444mg/dia.
Considerando-se que um adulto pesa em média 70kg, observamos que este
consumo é de 3mg/kg/dia nos Estados Unidos e aumenta progressivamente para
mais de 6mg/kg/dia na Inglaterra. A tendéncia atual é de aumento no consumo
didrio de cafeina, devido a ingesta crescente de alimentos que contém cafeina,
principalmente chocolates e refrigerantes (72).

Estudos experimentais com animais demonstram que a cafeina € répida e
completamente absorvida e distribuida pelo sistema gastrointestinal e est4

presente em todos os tecidos em 5 minutos. A fragcdo da droga no plasma ligada a
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albumina varia de 10-30% e é excretada, ap6s metabolizagdo hepatica, por via
renal. A meia vida em camundongos e ratos é de 0,7 a 1 hora, com limite na
capacidade de absorcdo e metabolizacdo de 10-25mg/kg/dia (73).

O metabolismo da cafeina em humanos é quase que exclusivamente
hepatico(97%) pelas enzimas microssomiais do sistema citocromo P-450. Estas
enzimas sao responsaveis pela demetilacdo da cafeina, que é um dos principais
passos da sua metabolizacdo. A enzima CYP1lA2 metaboliza a cafeina em
paraxantina e é a rota predominante da demetilagdo. Nos roedores, entre eles o
camundongo, a metabolizagdo é muito semelhante a dos humanos com formagéo
de dimetilxantinas e de derivados uracil. A toxicidade da cafeina é dose
dependente, podendo levar a convulsdes e morte em intoxicacOes agudas. A dose
toxica via oral para camundongos é de 127mg/kg (74).

Diversos estudos experimentais em animais estudaram os possiveis efeitos
da cafeina associada a drogas conhecidamente carcinogénicas. Nakanishi e cols.
(75) e Kunze e cols. (76) estudaram a acdo da cafeina administrada na agua de
beber associada ao carcindgeno N-nitroso-N-butil sobre a bexiga urinéria de ratos
e ndo observaram qualquer efeito.

Trabalhos semelhantes abordaram o papel da cafeina em neoplasia mamaria
de ratas, induzida pelo DMBA. Welsh e cols. (77) ndo observaram qualquer efeito
da cafeina, porém Milton e cols. (78) relatam diminuicdo do periodo de laténcia e
aumento do nimero de tumores mamarios por animal. Outro estudo demonstrou
que a cafeina exerce potente efeito quimio-preventivo na mama, mas age como

co-carcinogeno no célon (79).
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Os efeitos da cafeina sobre 0 metabolismo, estrutura e fungdo do DNA sédo
0s seguintes: inducdo de mitoses prematuras, inibicdo da excisdo de bases
danificadas, reversdo da depressdo na sintese do DNA induzida por agentes
especificos e diminuicdo nos sitios de replicacdo (80).

Estudo epidemiologico tipo coorte com 10.064 participantes, avaliando o
efeito da cafeina na hipertensdo e na mortalidade por cancer em qualquer 6rgéo,
ndo demonstrou associacdo da droga com neoplasia (81). Outro estudo caso-
controle, realizado na Dinamarca encontrou fraca associa¢do entre o consumo de
cafeina em chés e café e carcinoma de bexiga urinaria, mesmo ap0s o ajuste para
a idade, tabaco e outras bebidas (82).

Estudo prospectivo, realizado na Noruega com 16.713 individuos para
avaliar potenciais fatores de risco do cancer de pancreas, demonstrou associacao
entre 0 consumo de alcool e cancer de pancreas e ndo demonstrou associagdo
entre ingesta de café e cancer de pancreas (83).

Estudo de caso-controle, envolvendo 141 pacientes com cancer de pancreas
e 282 controles realizado no Japao em 1996 (84), demonstrou relacéo entre a dose
ingerida de café e cancer de pancreas. Estes autores concluiram que pequenas
quantidades de café ingeridas pareciam prevenir o cancer de pancreas, enquanto
doses elevadas poderiam causar a doenca.

Estudo semelhante  multicéntrico com 570 pacientes com cancer de
pancreas e com 570 controles foi realizado na Italia. Este estudo demonstrou
associagdo entre consumo de mais de 3 tacas de café por dia e cancer de pancreas,

mesmo controlando eventuais fatores de confusdo como o fumo e o alcool. Esta
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associacdo persistiu quando a analise foi restrita aos usuérios de café nao-

fumantes(85).

Alcool e Carcinogénese

Em modelos animais, o consumo de alcool pode aumentar o efeito de
substancias carcinogénicas (86),(87). Os principais mecanismos responsaveis pela
carcinogénese relacionada ao alcool sdo os seguintes:

a) Acetaldeido: o acetaldeido, um produto do metabolismo do &lcool, ¢
carcinogénico em modelos animais (86).

b) Solvente: alguns carcindgenos, quando em solugdo alcodlica, possuem
maior efeito em animais, possivelmente devido ao efeito solvente do alcool (86).

c) Dieta: entre os alcodlatras mal-nutridos, a baixa ingesta de frutas e
vegetais pode aumentar o efeito do alcool na carcinogénese de eséfago (87).

d) O consumo de alcool diminui a quantidade de vitamina A armazenada no
figado. A vitamina A interfere no controle da diferenciacdo celular, processo
importante na carcinogénese (88).

e) Alteragdo enzimatica: o alcool diminui a destoxificagdo por inibir a
enzima citocromo P450, levando a metaboliza¢do mais lenta de carcin6genos no
figado de alcodlatras (89).

f) O consumo de &lcool aumenta os niveis séricos de estrogenos e altera
também os niveis de outros hormdnios em humanos (90).

g) Funcédo imunoldgica: o alcool deprime a fungdo imunolégica (89).

h) O consumo de alcool aumenta a proliferacéo celular (91),(92).
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Estudos epidemiolégicos comprovam que o consumo de alcool causa cancer
da boca, faringe, laringe, esdfago e figado em humanos (86),(93). O uso abusivo
de alcool aumenta o risco de cirrose hepatica que, por sua vez, aumenta o risco de
carcinoma hepatocelular (94).

Gapstur e cols. (95) observaram em estudo de coorte com 41.837 mulheres
que o consumo de alcool aumenta, em aproximadamente 50%, o risco de cancer
de mama, mas dados epidemioldgicos variam de estudo para estudo e a relacdo
entre cancer de mama e alcool ndo esté clara (93).

Evidéncias epidemioldgicas de associacdo causal entre alcool e cancer de
intestino grosso é considerada sugestiva, mas ndo conclusiva (86).

A associacdo de alcool com céncer de pancreas e controversa, pois estudos
ndo demonstraram esta relagdo (96),(97),(98),(99),(100),(101),(102), enquanto
outros admitiram esta relacdo (103),(104),(105), mesmo ajustando para o habito
de fumar. Evidéncias epidemioldgicas indiretas sugerem que o alcool pode ser um
fraco fator causal de cancer de pancreas (93). O consumo de alcool aumenta o
risco de pancreatite (106) e pancreatite aumenta o risco de cancer (26).

Assim, considerando as controvérsias existentes relacionadas ao efeito do
alcool e da cafeina na carcinogénese pancreatica, e,em especial, na promocao de
lesBes precursoras, optou-se por estudar seus efeitos em modelo experimental de

inducdo pelo DMBA, utilizando o camundongo como animal de experimentacao.
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METODOS

Realizou-se um estudo experimental em camundongos para estudar as
lesbes precursoras e a carcinogénese pancredtica induzida pelo DMBA e avaliar
os efeitos do alcool e da cafeina neste modelo experimental. A carcinogénese
pancreatica foi induzida conforme técnica descrita por Dissin e cols.(10), Rivera e
cols.(11) e Zehnder e cols.(14).

Os procedimentos cirdrgicos experimentais foram realizados no Centro de
Cirurgia Experimental (CCE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A
anélise histologica foi feita no Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Servico
de Patologia do mesmo hospital.

1) Modelo Animal

Foram utilizados 120 camundongos mus musculus da cepa CF1, machos,
adultos, com trés meses de idade no inicio do experimento, provenientes do
biotério da Divisdo de Producgdo e Experimentagdo Animal da Fundacdo Estadual
de Producdo e Pesquisa em Salde do Rio Grande do Sul. Os animais foram
albergados no CCE do HCPA, em ciclo circadiano de luminosidade de 12 horas
com controle ambiental da temperatura entre 18-23°C e umidade entre 40-70%.
Foram mantidos em caixas de polipropileno com tampas de arame gradeadas e
com dimensdes de 35x50x20cm, em numero de cinco animais por caixa. O fundo

das caixas foi recoberto com serragem esterilizada em autoclave trocada trés
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vezes por semana. Os animais foram alimentados com ragdo Nuvital CR® e
recebiam agua “ad libitum”.

1.1) Divisédo dos Grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos (Tabela 2):

Grupo Agua + DMBA: denominado grupo controle do experimento. Neste
grupo, os animais foram submetidos a laparotomia mediana, dissec¢do e
identificacdo do pancreas e implantacdo de 1 mg de DMBA no pancreas. Esses
animais recebiam para beber apenas agua, tanto no periodo pré-operatério como
no periodo pos-operatério.

Grupo Alcool + DMBA: neste grupo, os animais receberam alcool diluido
na &gua de beber, por 30 dias no pré-operatorio e por mais 30 dias no pos-
operatorio. Foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico que 0s animais
do grupo anterior com implantacdo de DMBA no pancreas.

Grupo Cafeina + DMBA: neste grupo, 0s animais receberam cafeina
diluida na &4gua de beber, por 30 dias no pré-operatério e por mais 30 dias no pds-
operatorio. Também foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico que 0s
animais do grupo anterior com implantagdo de DMBA no péancreas.

Grupo Alcool+Cafeina + DMBA: neste grupo, os animais receberam
alcool e cafeina diluidos na dgua de beber, igualmente por 30 dias nos periodos
pré e pos-operatorios e foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico que

0s animais dos demais grupos.
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Tabela 2 : Caracterizacéo dos grupos do experimento

Grupo Pancreas Pré-operatériol  Pés-operatério”
Agua DMBA Agua Agua
Alcool DMBA Alcool Alcool
Cafeina DMBA Cafeina Cafeina
Alcool+Cafeina DMBA Alcool+Cafeina  Alcool+Cafeina

1: Periodos pré-operatdrio com 30 dias de duracéo.
2: Perfodo pés-operatério com 30 dias de duragéo.

O estudo teve duracdo de 60 dias para cada grupo. Ao final deste periodo
0s animais sobreviventes foram mortos.
1.2) Solucgdes

a)Cafeina:

A cafeina anidra pura, 1,3,7-trimetilxantina,(Caffeine, lote110K0264,
referéncia C-0750, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) (Anexo 2) utilizada foi
dissolvida em agua a temperatura ambiente e acondicionada em gal&es pléasticos.

A concentragdo da cafeina dissolvida na agua de beber foi de 40mg de
cafeina / 1000ml de &gua. Esta concentracdo foi definida, baseada em estudos que
comprovam que 0 maior consumo “per capita” de cafeina em humanos é de
6mg/kg/dia na Inglaterra. Assim, baseado em estudo prévio (69) que definiu que o
consumo medio de &gua, por camundongo, com trés meses de idade é de 5-6ml /
24h, logo 5 animais por gaiola consumiriam 25-30ml / 24h. Como os animais

nesta idade apresentam peso médio de 40g, o consumo médio de dgua em 24h
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para cada 100g de camundongo é igual a 15ml ou 150ml / kg de camundongo.
Assim, considerando que a solucdo apresenta 40mg / 1000ml, o consumo médio
foi de 6mg / kg de camundongo (69).

b)Alcool:

O alcool utilizado foi o alcool de cereais 96 GL, referéncia 101.0012.03,
proveniente da Importadora Quimica Delaware®, Porto Alegre, Brasil.

O élcool foi diluido em agua a temperatura ambiente e acondicionado em
galdes plésticos hermeticamente fechados e trocados semanalmente. A
concentracgdo utilizada do alcool na &gua de beber foi de 6% alcool/volume.

1.3) DMBA

O DMBA (9,10-Dimetil-1,2-benzantraceno, lote 21K3688, referéncia
D3254, Sigma-Aldrich, Sant-Louis, EUA) (Anexo 1) foi implantado no pancreas
dos camundongos na forma de cristais.

O aparelho introdutor do DMBA foi preparado a partir de um cateter de
puncdo venosa n°14, seccionando-se 2 mm a extremidade metalica e
preenchendo-a com cola, formando um émbolo. Este dispositivo foi calibrado em
balanga de precisdo de forma a conter exatamente 1mg de cristais de DMBA no

seu interior.

1.4) Anestesia
Os camundongos foram anestesiados, mediante administracdo de pre-

medicacdo com atropina, na dose de 0,04mg/kg via subcutanea e 10 minutos apds,
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anestesia com quetamina 50mg/kg, associada a xilazina 50mg/kg via
intraperitoneal . O jejum observado foi de 6 horas.

Os animais foram considerados anestesiados quando apresentavam-se
inconscientes e sem reagcdo a0 manuseio cirurgico.

1.5) Procedimento operatorio

Apos a inducdo da anestesia, o animal foi imobilizado sobre uma prancha
de cortica plastificada, mediante a fixacdo de seus membros com fita adesiva. A
tricotomia foi realizada na regido anterior do abdomen, e a limpeza da pele, com
solucdo de alcool iodado (Figura 2).

Realizou-se uma incisdo mediana com 3cm de extensdo iniciando no
apéndice xifoide em direcdo caudal, obtendo-se acesso a cavidade peritoneal
(Figura 2). Em todos os animais, dissecou-se 0 pancreas (por¢do duodenal)
mediante mobilizagcdo delicada do estdmago e do colon transverso (Figura 3).
Realizou-se entdo, sutura em bolsa com aproximadamente 5Smm de didmetro com
fio de polipropileno 7-0 (Prolene®)na porcdo duodenal do péancreas, tendo o
cuidado para ndo incluir o ducto biliopancreatico na sutura. Implantou-se 1mg de
DMBA em forma de cristais com auxilio de um introdutor previamente calibrado
e simultaneamente fechou-se a sutura em bolsa em torno do introdutor (Figura 4).
Visualizou-se, entdo, a bolsa no pancreas com seu contetido (Figuras 5 e 6). Apos
revisdo cuidadosa da hemostasia, a cavidade peritoneal foi fechada. A sintese da
parede foi realizada com sutura continua do plano musculoaponeurético com fio
de poligalactina 4-0. A pele foi fechada com pontos separados de mononylon 4-0.

O procedimento cirdrgico durou em média 30 minutos.
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Figura 2: Antissepsia da pele e abertura da cavidade peritoneal.

Figura 3: Mobilizacéo do estdmago e disseccdo do pancreas (P).



Figura 5: Visualizacdo anterior da bolsa (tracejado).

29
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Figura 6: Visualizacdo posterior da bolsa com seu conteudo (seta).

O procedimento cirargico foi realizado com auxilio de lupa cirdrgica

Olympus SD-1LK com foco de luminosidade externo Olympus TL3-115.

1.6) Pds-operatorio
No periodo pos-operatorio imediato, os animais foram transferidos para

gaiolas aquecidas e permaneceram em observacdo. Somente ap6s completa
recuperacao anestésica, os animais foram levados para as gaiolas definitivas
conjuntas com outros animais também operados. Estes animais permaneceram por
30 dias, recebendo racdo e solugdo diluida em &gua de beber de acordo com seu
grupo e, findo este periodo, foram mortos.
1.7) Eutanasia dos animais

Os animais foram mortos com ciclo de 20 minutos, em cadmara de gas

carbénico (CO,). A cavidade peritoneal foi aberta através da incisdo anterior e
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removeu-se 0 pancreas mediante cuidadosa disseccdo. O pancreas removido foi
entdo acondicionado em frascos com solugédo de formalina tamponada a 10% para

fixacdo e posterior analise histoldgica.

2) Andlise histologica

A amostra tecidual, o pancreas, apés periodo de fixacdo de 24h em
formalina tamponada, foi encaminhado para processamento histolégico e
confecgdo de ldminas coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (H&E). Para
cada pancreas foram confeccionadas trés laminas.

A anélise histologica foi realizada por dois patologistas que desconheciam
de qual grupo provinha cada lamina analisada (estudo cego). Quando o
diagnostico histologico divergia, realizava-se uma terceira analise histologica, em

conjunto com os dois patologistas, obtendo-se o consenso no diagnostico.

2.1) Critérios histologicos
Os diagndsticos histologicos foram baseados nos seguintes critérios:

a) Normal: quando houvesse preservacdo completa da arquitetura
pancredtica glandular e celular;

b) Hiperplasia reacional: aumento do nimero de ductos e células ductais
predominantemente nas proximidades da bolsa de DMBA, relacionada a
formacdo de complexos tubulares.

c¢) PanIN (1) (Neoplasia Pancreética Intra-epitelial)
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c-1) Neoplasia Pancreatica Intra-epitelial 1A (PanIN-1A): lesdes
planas compostas por células de epitélio colunar alto, com nucleo basal e mucina
citoplasmética supranuclear. Os nucleos sdo pequenos de forma redonda ou
ovalada, quando ovais seu maior eixo longitudinal é perpendicular & membrana
basal.

c-2) Neoplasia Pancreéatica Intra-epitelial 1B (PanIN-1B): s@o lesdes
semelhantes ao PanIN-1A, exceto pelo formato papilar, micropapilar ou de
pseudoestratificagdo basal.

c-3) Neoplasia Pancreética Intra-epitelial 2 (PanIN-2): estruturalmente
sdo lesdes mucinosas que podem ser planas, mas a maioria € papilar. Na avaliacdo
citologica, apresentam ndcleos aumentados em tamanho e numero,
hipercrométicos, com perda da polaridade e pseudoestratificacdo. Mitoses séo
raras e, quando presentes, sdo basais.

c-4) Neoplasia Pancredtica Intra-epitelial 3 (PanIN-3): estruturalmente,
na sua maioria, sdo lesdes papilares ou micropapilares, raramente, planas. Sdo
cribiformes e o desprendimento de grupos de células (decapitacdo) ou necrose
intraluminal sugere o diagnostico de PanIN-3. A citologia dessas lesdes apresenta
perda da polaridade dos nucleos, células caliciformes distroficas (células
caliciformes com nucleos orientados para o porcdo apical, luminal da célula e a
mucina citoplasméatica predominante na membrana basal), mitoses anormais,
irregularidades nucleares e nucléolos proeminentes (macronucléolos). A

arquitetura citonuclear é semelhante ao carcinoma, sem invasdo a membrana
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basal. O sinbnimo para esta alteracdo é o carcinoma in situ (1),(107). Algumas
vezes podem adotar um padrao cribiforme.

d) Carcinoma invasor: glandulas pequenas, com irregularidade de
contorno, uma camada de células associadas com desmoplasia periductal e
estromal hialinizada. As caracteristicas celulares sdo de pleomorfismo, nucléolos
evidentes e diminuicdo da relacdo citoplasma/ndcleo. Os ndcleos s&o de volume
aumentado, com esvaziamento da cromatina e pleomorficos.  Alteragdes
glandulares com as caracteristicas nucleares do PanIN-3, acrescidas de extensao
irregular com infiltracdo glandular neoplésica da camada basal, circundada por
estroma desmoplasico(108).

Na presenca de mais de uma alteracdo no mesmo caso, sempre foi
considerada a mais grave.

e) Complexos Tubulares

S&o arranjos de varios ductos com células ductais tipicas, em substitui¢do
as células acinares, localizadas na regido parenquimatosa ao redor da bolsa onde
foi implantado o DMBA(66). Nestes locais, estdo presentes areas de atrofia
pancreatica, com proeminéncia do estroma fibroso, comparativamente ao

glandular atréfico.

3) Etica
Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacdo do HCPA.
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4) Andlise estatistica

O programa estatistico utilizado foi o SPSS (Statistical Package for Social
Science), versdo 11.0. Utilizou- se o teste de qui-quadrado de Pearson e o teste
exato de Fisher para avaliar a significancia das comparacGes. O nivel de

significancia estatistica adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

1) Perdas

O modelo experimental de carcinogénese pancreatica utilizou 120
camundongos, com 30 animais em cada grupo. Deste total, 33 (27,5%) morreram
no periodo de 1 a 19 dias do periodo pds-operatério. As causas de 6bito foram:
peritonite (n:6), evisceracdo (n:6), pancreatite hemorragica (n:5), anestesia (n:4),
necrose intestinal (n:3), canibalismo (n:3), hemorragia (n:2), indeterminada (n:4).
Esses animais foram excluidos porque seus espécimes histologicos ndo puderam
ser utilizados para analise histoldgica.

A anélise macroscopica das pecas cirargicas revelou aderéncias do
pancreas as estruturas adjacentes e auséncia de tumor visivel. Dos 87 animais
restantes, 5 (5,7%) foram excluidos, porque a analise histologica foi prejudicada
pela autdlise do material examinado; 3 do grupo alcool; 1 do grupo agua; e 1 do
grupo cafeina. Assim, o total de perdas foi de 38(31,6%) animais. No grupo agua,
as perdas foram 6 (20%), no grupo alcool foram 13(43,3%), no grupo cafeina
10(33,3%) e no grupo alcool+cafeina 9(30%)(Tabela 3). Ndo houve diferenca

estatistica nas perdas entre os diferentes grupos (p:0,2780 teste qui-quadrado).
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Tabela 3: Total de perdas nos diferentes grupos.

Grupos n Perdas

Agua + DMBA 30 6(20%)
Alcool + DMBA 30 13(43,3%)
Cafeina + DMBA 30 10(33,3%)

Alcool+Cafeina + DMBA 30 9(30%)
Total 120 38(31,6%)

2) Consumo de solucdes

Registrou-se detalhada e diariamente o consumo da solucdo para beber,
oferecida aos animais de cada grupo. Dividiu-se cada grupo em periodo pré-
operatorio e pos-operatorio, e calculou-se o volume médio (ml) consumido por
cada animal, diariamente, nos diversos grupos (Tabela 4). O consumo da solucgéo
oferecida era registrado por gaiola, dividia-se pelo nimero de animais de cada
gaiola e, entdo, calculava-se o volume médio consumido por cada animal

diariamente.

Tabela 4: Média do volume (ml) de solugdo ingerida
por camundongo diariamente nos diferentes grupos.

Grupos Pré-operatério Pos-operatorio
Agua + DMBA 8,02 6,80
Alcool + DMBA 8,90 9,10
Cafeina + DMBA 9,88 9,30
Alcool+Cafeina + DMBA 9,50 9,28

Os dados obtidos demonstraram que o consumo da solucéo para beber foi
semelhante nos diversos grupos, observando-se apenas pequena reducdo no

volume ingerido no grupo agua no periodo pos-operatorio.
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3) Analise Histoldgica
Os achados histoldgicos variaram desde parénquima normal, formacéo de

complexos tubulares (Figura 7), todas as alterac@es tipo PanIN (Figura 8), até o

carcinoma invasor (Figura 9).

Figura 7: A)Parénquima pancreatico normal com ilhota de Langerhans(l), animal
do grupo &gua, aumento de 20x no original; B) Parénquima pancredtico com
ducto normal(d), animal do grupo agua, aumento de 20x no original; C) Bolsa
com cristais de DMBA (setas), aumento de 4x no original; D) Fomacdo de
complexos tubulares (setas), aumento de 20x no original. Ldminas coradas por
H&E.



38

Figura 8: Lesdes precursoras classificadas como PanIN: A)PanIN 1A com epitélio cilindrico,
aumento de 40x no original; B)PanIN 1B com projeces papilares (setas), aumento de 20x no
original; C)PanIN 1B com projecGes papilares (setas), aumento de 10x no original; D)PanIN 2
com projecdo papilar com nucleos em diferentes alturas (seta), aumento de 20x no original;
E)PanIN 2 com proje¢des papilares (setas), aumento de 20x no original; F)PanIN 3, aumento de
10x no original; G)PanIN 3 com decapitagdo (seta), aumento de 10x no original; H)PanIN 3 com
aspecto cribiforme, aumento de 20x no original. L&minas coradas por H&E.
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b

Figura 9: Cortes histoldgicos evidenciando adenocarcinoma invasor de pancreas
A) Animal do grupo alcool, aumento de 20x no original B) Animal do grupo
alcool+cafeina, aumento de 20x no original C) Estroma desmoplasico com
glandulas atipicas, aumento de 20x no original D) Animal do grupo agua,
aumento de 10x no original E) e F) Estroma desmopléasico com glandulas
atipicas, aumento de 20x no original. Laminas coradas por H&E.



40

Grupo Agua + DMBA (Grupo Controle):

Na analise histoldgica deste grupo, de 24 animais, 16(66,6%)
apresentaram alteragdes tipo PanlIN, 4(16,6%) apresentaram adenocarcinoma e
outros 4(16.6%) hiperplasia reacional. Os dados observados estdo sumarizados no

Figura 10.

O Grupo Agua+DMBA
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Diagnostico Histologico

Figura 10: Freqiiéncia (n) dos diagndsticos histologicos no Grupo Agua.
N:normal; HR:hiperplasia reacional; la:PanIN 1a; Ib:PanIN 1b; Il:PanIN
2; l1:PanIN 3; Ca: Adenocarcinoma invasor.
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Grupo Alcool + DMBA:
Este grupo foi o que apresentou a maior freqiiéncia de adenocarcinoma:
9(52,9%) de 17 animais analisados. Em 6(35,3%) animais observou-se alteracéo

tipo PanIN. Os dados observados estdo sumarizados na Figura 11.
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Figura 11: Freqiiéncia dos diagnosticos histologicos no Grupo Alcool.
N:Normal; HR:Hiperplasia Reacional; la:PanIN 1a; Ib:PanIN 1b; Il:PanIN
2; 111: PanIN 3; Ca:Adenocarcinoma invasor.
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Grupo Cafeina + DMBA:

Neste grupo, os dados obtidos foram semelhantes aos do grupo controle
(grupo &gua): 13(65%)/20 animais com alteracdo tipo PanIN, 3(15%)/20 animais
com adenocarcinoma e 4(20%)/20 animais com diagnastico histologico de normal

ou hiperplasia reacional. Os dados deste grupo estdo sumarizados na Figura 12.

OGrupo Cafeina+tDMBA

N HR la Ib Il 1 Ca

Diagnéstico Histolégico

Figura 12: Frequéncia dos diagndsticos histoldgicos no Grupo Cafeina.
N:Normal; HR:Hiperplasia Reacional; la:PanIN 1a; Ib:PanIN 1b; Il:PanIN
2; l11:PanIN 3; Ca:Adenocarcinoma invasor.
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Grupo Alcool+Cafeina e DMBA:

Neste grupo, 5(23,8%)/21 animais apresentaram diagndstico histologico
de adenocarcinoma, enquanto 15(71,4%)/21 animais apresentaram alteracdo tipo
PanIN. Houve importante reducéo nos casos de adenocarcinoma se for comparado

ao grupo alcool. Os achados deste grupo estdo sumarizados na Figura 13.
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Figura 13: FreqUéncia dos diagnosticos histologicos no  Grupo
Alcool+Cafeina. N:Normal; HR:Hiperplasia Reacional; la:PanIN 1a;
Ib:PanIN 1b; I1:PanIN 2; 1l1:PanIN 3; Ca:Adenocarcinoma invasor.



44

Na andlise estatistica destes dados histopatoldgicos, ocorreu significancia
estatistica na freqliéncia de adenocarcinomas nos diferentes grupos (p< 0,05 teste

exato de Fisher). Os dados estdo na Figura 14.
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Grupos

Figura 14: Freqguéncia de adenocarcinoma nos diferentes grupos
a :(p<0,05 teste exato de Fisher).

Na comparacéo dos grupo dois a dois, a freqiiéncia de adenocarcinoma no
grupo alcool foi significativamente maior quando comparado ao grupo agua e ao
grupo cafeina (p<0,05 teste exato de Fisher). Na compara¢do do grupo alcool com

0 grupo Alcool+cafeina, observamos que houve reducdo da freqiéncia de
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adenocarcinoma, mas sem significancia estastistica (p:0,065 teste exato de
Fisher). Na comparagdo dos demais grupos dois a dois, ndo houve significancia

estatistica.
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DISCUSSAO

O ADP tem a menor taxa de sobrevida em 5 anos entre todos os tipos de
neoplasias (5). As causas deste mau prognostico estdo relacionadas ao diagnaéstico
tardio, inefetividade de métodos de “screening”, caracteristicas biol6gicas da
neoplasia, situacdo anatdmica da glandula e auséncia de terapias adjuvantes
eficazes (11),(109). Portanto, para o ADP “early is too late” (109). Assim, estudos
recentes pretendem identificar, caracterizar e unificar a terminologia das lesdes
precursoras (pré-invasivas) do ADP, e suas relacdes com alteracdes genéticas
moleculares especificas(8). A adocdo desta nova nomeclatura para caracterizar as
lesbes precursoras (PanIN), conforme proposto por Hruban e cols.(1) permite
comparar resultados de diferentes pesquisadores.

Este trabalho estudou as lesbes precursoras do ADP em modelo
experimental de carcinogénese pancreatica em camundongos e avaliou os efeitos
do alcool e da cafeina no referido modelo. Modelos experimentais que induzem a
doenca a semelhanca da mesma no ser humano sdo fundamentais para estudar

modelos de progressao e avaliar efeitos de possiveis fatores de risco.

O modelo experimental adotado no presente estudo foi o da indugéo da
carcinogénese pancredtica pela implantacdo do DMBA no péancreas, conforme
descrito previamente por Dissin e cols.(10), Bockman e cols. (12) e Rivera e

cols.(11). O animal de experimentacdo dos estudos acima relacionados foi o rato
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com periodo de observagdo que variou de 4 a 12 meses para indugdo de
carcinogénese pancredtica.

Em nosso estudo foi utilizado o camundongo como animal de
experimentacdo conforme descrito por Zehnder e cols.(14), com reducdo do
tempo para inducdo da carcinogénese pancredtica. O camundongo, como animal
de experimentacdo, além de reduzir substancialmente o tempo de inducéo, o que
permite maior rapidez nas observagdes, diminui os custos da pesquisa e € um
animal disponivel. Por outro lado, possui algumas desvantagens, pois é animal de
menor peso em relacdo ao rato, exigindo auxilio de lupa cirdrgica para realizacdo
do procedimento cirdrgico e, as complicacBes cirdrgicas sdo maiores, pois 0
minimo sangramento representa significativa perda de volemia para o0
camundongo, aumentando o nimero de perdas.

O modelo experimental de carcinogénese pancreatica adotado, utilizando
o DMBA em camundongos, foi satisfatorio, porque em todos os grupos estudados
desenvolveram-se lesGes precursoras (PanIN) e ,também, adenocarcinoma
invasor.

O ndmero total de perdas no presente estudo foi de 38(31,6%), ndo
havendo diferenca estatistica entre os diversos grupos (p:0,2780 Teste qui-
quadrado). Dissin e cols (1975) relataram perdas de 18,5%, utilizando o rato
como animal de experimentagdo. Rivera e cols (1997), também utilizando o rato
como animal de experimentacdo, relataram perdas de 67,3%, mas em periodo de
observacdo de 10 meses. Estes autores referem em seu estudo que animais foram

incluidos nos grupos, conforme as taxas de mortalidade encontradas, com o
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objetivo de assegurar um numero suficiente de sobreviventes nos varios tempos
de sobrevida definidos que garantissem dados significativos. Outro estudo
utilizando o mesmo modelo experimental de inducdo de carcinogénese
pancreatica ndo faz referéncia a perdas(13).

Estudo utilizando grande numero de animais (n:310), relatou taxa de
mortalidade global de 40% (124/310)(67). O animal utilizado foi o rato e o
periodo de observagdo foi de 9 meses.

Os estudos disponiveis para comparar as taxas de mortalidade utilizaram o
rato como animal de experimentacdo. Nesse estudo, utilizou-se 0 camundongo,
que, por tratar-se de um animal de menor peso, possui potencialmente
mortalidade superior. A taxa de mortalidade global foi de 31,6%, ndo sendo
excessivamente superior as relatadas nos demais estudos. De qualquer forma, essa
taxa de perdas podem ser reduzidas com o aprimoramento da técnica anestésica e
cirargica.

Para a confirmacdo da ingesta das respectivas solucfes, baseou-se em
estudo anterior (69), que confirmou a ingesta de cafeina por camundongos, por
dosagem da cafeina sérica. Este autor encontrou uma média de consumo diério de,
aproximadamente, 9 a 10 ml de solugdo de cafeina por animal. A média de
volume diério de cafeina, consumido por camundongo, foi semelhante ao
encontrado neste estudo.

A concentracdo da cafeina na agua de beber foi de 40mg/1000ml.
Conforme céalculo demonstrado anteriormente, os animais deveriam beber no

minimo 6ml/24h da solugdo de cafeina para consumirem a dose de 6mg/kg/dia.
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Esta dose corresponde ao maior consumo diario per capita, observado na
Inglaterra (72). Observamos que no grupo cafeina, os animais consumiram em
média 9,88ml/dia no periodo pré-operatério e 9,30ml/dia no periodo pos-
operatorio.

A concentragdo do alcool na gua de beber foi de 6% alcool/volume. Esta
concentracdo foi a escolhida porque corresponde a concentracdo alcodlica media
da cerveja. O consumo médio diario foi de 8,90ml no periodo pré-operatério e de
9,10ml no periodo pds-operatdrio.

A solucédo que associava o alcool e a cafeina apresentava concentracdo de
40mg/1000ml de cafeina e de 6% &lcool/volume. O consumo médio diério desta
solucdo foi de 9,50ml no periodo pré-operatdrio e de 9,28ml no periodo pos-
operatorio.

Na comparagao entre 0s diversos grupos, observou-se que o consumo médio

diario das diferentes solugdes pelos animais foi semelhante.

Na analise histologica, adotou-se a classificagdo proposta por Hruban e
cols.(1) para caracterizar as lesbes precursoras do ADP. Esta classificacao foi
originalmente proposta por Klimstra e Longnecker, em 1994(57), e tornou-se
consenso internacional recentemente, apos reunido do Pancreas Cancer Think
Tank, realizada em Park City, Utah, EUA, de 16 a 19 de setembro de 1999. As
defini¢des originais de PanIN foram oficialmente publicadas em 2001(1).

Estudos anteriores utilizando o mesmo modelo experimental ndo adotaram

esta classificacdo para descrever as lesdes precursoras do ADP. Assim, Dissin e
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cols.(10) descreveram hiperplasia ductal, adenoma pancreatico e adenocarcinoma
bem-diferenciado de péancreas. Bockman e cols.(12) relataram a inducdo de
adenocarcinoma pancredtico. Rivera e cols.(11) descreveram hiperplasia ductal,
atipia, displasia e adenocarcinoma pancreatico histologicamente similar ao ADP
humano. Estes autores sugerem também que estas alteracGes encontradas,
acompanhando o adenocarcinoma, seriam alteragdes pré-neoplasicas. Jimenez e
cols.(13) relataram o aparecimento de complexos tubulares, proximos ao sitio de
implantacdo do DMBA como lesbes pré-neoplésicas que eram classificadas como
hiperplasias ductais. Relataram também o aparecimento de adenocarcinoma
pancreatico invasivo. Z’gragen e cols.(67) descreveram hiperplasia, atipia,
displasia, carcinoma in situ e adenocarcinoma invasor. Bockman e cols.(66)
relataram o aparecimento de complexos tubulares como lesbes pre-neopléasicas e
adenocarcinoma ductal 1 més apds a inducdo da carcinogénese, com seu
desenvolvimento proximo ao sitio de implantagdo do DMBA. Todos estes autores
utilizaram o rato como animal de experimentacao.

Zehnder e cols.(14), utilizando o camundongo como animal de
experimentacdo, descreveram aparecimento de displasia e de adenocarcinoma,
com reducédo do tempo de inducdo da carcinogénese.

Assim, pela auséncia de unificagdo da terminologia, neste estudo adotou-se
a classificacdo das lesBes precursoras conforme recentemente publicada
(1),(7),(110). Na inducdo da carcinogénese em camundongos, utilizando a
implantagdo do DMBA, encontrou-se desde arquitetura pancreatica normal, todos

os tipos de lesbes precursoras (PanIN), até carcinoma invasor nos diferentes
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grupos. Isto permite comparacgdes dos resultados encontrados com o0s de outros

investigadores, que também adotarem esta mesma classificagdo sistematizada.

Outro ponto que vem sendo objeto de pesquisa € a identificacdo de
possiveis agentes promotores ou protetores do ADP. O tabagismo ¢ fator de risco
identificado e estima-se que seja responsavel por até 30% dos tumores
pancreaticos e que o risco permanece aumentado por um periodo de 10 a 15 anos
apos a cessacao do tabagismo (16),(9),(15),(27).

A cafeina foi amplamente estudada como agente indutor de diferentes tipos
de neoplasias. Estudo epidemioldgico tipo coorte com 10.064 pacientes nao
demonstrou associacao da cafeina com cancer em qualquer tipo de 6rgdo (81).

Estudo caso-controle com 141 pacientes e 282 controles demonstrou
associacdo entre a dose ingerida de cafeina e cancer de pancreas (84). Da mesma
forma, estudo multicéntrico caso-controle realizado na Italia com 570 pacientes e
570 controles igualmente encontrou associagdo entre a dose ingerida de cafeina e
0 cancer de pancreas (85). Estudo epidemioldgico tipo coorte, realizado no Japéo
com mais de 175.000 pacientes para identificar fatores de risco no céncer de
pancreas, demonstrou aumento do risco nos pacientes com consumo elevado de
cafeina (111). Estudo caso-caso, realizado na Espanha demonstrou que a ativacéo
do oncogene k-ras € menos freqliente nos pacientes com cancer de pancreas nao-
usuarios de café em relagdo aos usudrios regulares, e, assim, a cafeina poderia

modular a ativacao do K-ras (112).
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Por outro lado, a maioria do estudos epidemioldgicos publicados néo
demonstra associag¢do entre o consumo de cafeina e o cancer de pancreas (113).
Estudo prospectivo, realizado na Noruega com 16713 individuos ndo demonstrou
associacdo entre cafeina e cancer de péancreas (83). Estudo canadense caso-
controle com 583 pacientes e 4813 controles, igualmente ndo demonstrou
associagdo da cafeina e o cancer de pancreas (114). Recentemente foi publicado
estudo prospectivo com duas coortes nos EUA, que consistia de 51.529 homens e
121.700 mulheres com ocorréncia de 288 casos de cancer de pancreas. Néo foi
demonstrado aumento de risco de cancer de pancreas entre os usuarios de café
(115).

No presente estudo, ndo evidenciou-se maior frequéncia de adenocarcinoma
invasor no grupo cafeina, sendo que a freqiiéncia relativa de adenocarcinoma
neste grupo foi semelhante ao grupo dgua. Na comparacédo do grupo alcool com o
grupo alcool+cafeina, observamos reducdo da fregiiéncia de adenocarcinoma no
grupo alcool+cafeina , mas que ndo alcangou significancia estatistica (p:0,065
teste exato de Fisher). Se o tamanho da amostra fosse maior, talvez se obtivesse
significancia estatistica, 0 que poderia demonstrar possivel efeito protetor da

cafeina neste modelo experimental.

A associacdo entre o consumo de alcool e desenvolvimento do ADP
também vem sendo amplamente pesquisada. Estudos epidemioldgicos, sobre
consumo de alcool e risco de cancer em humanos, demonstraram risco aumentado

de céancer de boca, faringe, laringe, esdfago e figado entre alcodlatras. A
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associacdo entre consumo de alcool e cancer de mama e cancer de colon ndo esta
clara. Evidéncias epidemiolégicas sugerem que o alcool pode ser um fraco fator
causal no cancer de pancreas (116),(93).

Estudo prospectivo com duas coortes, conduzido nos EUA com 51.529
homens e com 121.700 mulheres ndo evidenciou associagao entre 0 consumo de
alcool e céncer de pancreas (115). Estudo caso-controle canadense com 583
pacientes e 4813 controles igualmente ndo demonstrou associacdo entre consumo
de diferentes tipos de bebidas alcodlicas e cancer de pancreas (114). Estudo
japonés, prospectivo, tipo coorte com 110.790 homens e com 64.327 mulheres
também ndo evidenciou aumento de risco de cancer de pancreas entre
consumidores de alcool (111).

Contrariamente, estudo prospectivo tipo coorte conduzido na Noruega em
16.713 individuos, ocorreram 63 casos de cancer de pancreas demonstrando forte
associacdo entre consumo de &lcool e cancer de pancreas (83). Estudo sueco
recente, tipo coorte com 178.688 individuos demonstrou aumento de risco de 40%
de cancer de pancreas entre alcodlatras (RR 1.4, IC 95% 1.2-1.5), mas estes
autores sugerem que este risco aumentado pode ser parcialmente atribuido a
maior proporcdo de fumantes entre os alcoolatras (117). Estudo japonés, caso-
controle, recentemente publicado demonstrou aumento do risco de cancer
pancreas entre ex-alcodlatras (RR 3.70, IC 95% 2.28-6.00) (118).

No presente estudo, encontrou-se maior frequéncia relativa de
adenocarcinoma invasor no grupo alcool quando comparado ao grupo agua e ao

grupo cafeina (p<0,05 teste exato de Fisher), demonstrando associagdo entre
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alcool e cancer de pancreas neste modelo experimental. Os mecanismos principais
que explicariam este efeito do alcool, de acordo com a literatura(89),(116) seriam:
0 acetaldeido, carcindgeno que é produto do metabolismo do alcool; o efeito
solvente do alcool, aumentando o efeito de outros carcindgenos; as alteracdes
enzimaticas no figado, diminuindo a metabolizacdo de carcindgenos; a
diminuicdo da funcdo imunoldgica; as alteracdes hormonais, como o0 aumento dos
niveis de estrogenos e o aumento da proliferacdo celular (89).N&do existe na
literatura relato de mecanismo especifico que explicasse a associacao entre alcool
e cancer de pancreas, apenas evidéncia epidemioldgica indireta, pois 0 consumo
de alcool aumenta risco de pancreatite (106) e pancreatite aumenta o risco de
cancer de pancreas (26).

Estudos utilizando este mesmo modelo experimental, seguindo a mesma
linha de pesquisa, devem ser realizados para consolidar este método, adotando a
mesma classificacdo para descrigdo das lesdes precursoras, conforme consenso

proposto por Hruban e cols(1).
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CONCLUSOES

O modelo experimental de carcinogénese pancreatica em camundongos
utilizando o DMBA, é eficaz na inducdo de lesBes precursoras e de
adenocarcinoma pancreatico.

No presente estudo, a freqtiéncia de adenocarcinoma pancreatico no grupo
alcool foi de 52,9% (p<0,05), demonstrando associacdo entre o consumo de &lcool
e cancer de pancreas neste modelo experimental. A cafeina ndo demonstrou este

efeito.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Este modelo experimental abre uma linha de pesquisa para avaliar os
efeitos de outros agentes promotores ou protetores de carcinogénese pancreatica,
assim como o estudo de novas opgdes terapéuticas. A adocdo da classificacdo
sistematizada para identificar e caracterizar as lesBes precursoras permitird a

comparacdo de resultados com outros pesquisadores.
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SIGMA-ALDRICH

CertificateociAnalysis

Product Name 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene
Product Number D3254

Product Brand SIGMA

CAS Number 57-97-6

Molecular Formula CaoH1s

Molecular Weight 256.34

TEST

SPECIFICATION
LOT 021K3688 RESULTS

APPEARANCE
YELLOW TO YELLOW WITH A TAN TO BROWN OR GREEN CAST POWDER
YELLOW POWDER WITH A GREEN CAST

SOLUBILITY
CLEAR TO SLIGHTLY HAZY YELLOW TO YELLOW-GREEN SOLUTION AT 50MG/ML IN TOLUENE
SLIGHTLY HAZY LIGHT YELLOW-GREEN

ELEMENTAL ANALYSIS
91.4 TO 96.0% CARBON
92.9%

PURITY BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY
MINIMUM 97%
>99%

QC ACCEPTANCE DATE

FEBRUARY 2001

Lori Schulz, Manager
Anahdical Services
St Louis, Missouri LISA,
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Caffeine

Product Number
C0750

Product Brand
SIGMA

CAS Number
58-08-2
Molecular Formula
CgH10N4O2
Molecular Weight
194.19

TEST
SPECIFICATION
LOT 110K0264 RESULTS

APPEARANCE
WHITE POWDER
CONFORMS

SOLUBILITY
CLEAR COLORLESS SOLUTION AT 50MG/ML IN CHLOROFORM
CONFORMS

IR SPECTRUM

CONSISTENT WITH STRUCTURE
PASS

WATER CONTENT

NMT 0.5%

0.1% (BY KARL FISCHER)
ASSAY *

98.5 TO 101.0%

100.2%

SHELF LIFE SOP QC-12-006
4 YEARS

DECEMBER 2004

QC ACCEPTANCE DATE
DECEMBER 2000

7 S /]

Lari Schulz, Manager
Anahdical Services
St Louis, Missouri LISA,
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