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RESUMO

Estudos em seres humanos e animais demonstram que a exposição do
esôfago a conteúdo duodenal e gástrico pode ser importante no
desenvolvimento do esôfago de Barrett e suas complicações, incluindo
adenocarcinoma e carcinoma epidermóide. A diethylnitrosamina (DEN) é um
carcinógeno que estimula o desenvolvimento do carcinoma epidermóide no
esôfago de camundongos. Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito do
refluxo de conteúdo gastroduodenal e gástrico na indução de carcinogênese
esofágica. Os refluxos de conteúdo gastro-esofágico (RGE) e gastroduodeno­
esofágico (RGDE) foram produzidos por cardioplastia e
esofagoduodenostomia, com fechamento do cárdia e preservação gástrica,
respectivamente. O carcinógeno utilizado foi a DEN diluída na água de beber,
3 dias por semana, por 20 semanas consecutivas. Cem (100) ratas Wistar
foram divididas em 6 grupos. Grupo 1 (18 ratas): cardioplastia sem DEN;
Grupo 2 (18 ratas): esofagoduodenostomia sem DEN; Grupo 3 (10 ratas):
somente água; Grupo 4 (17 ratas): cardioplastia com DEN; Grupo 5 (17
ratas): esofagoduodenostomia com DEN; Grupo 6 (20 ratas): somente DEN.
O RGE isolado induziu papilomatose ou ulceração em 22,2% das ratas, e,
quando associado a DEN, o fez em 47,1%. O RGDE isolado induziu
esofagite acentuada, papilomatose ou ulceração em 61,1% das ratas, esôfago
de Barrett em 16,7%, e adenocarcinoma de esôfago em 16,7%; quando
associado a DEN, 23,5% das ratas apresentaram esofagite acentuada,
papilomatose ou ulceração, enquanto 76,5% evoluíram a carcinoma de
esôfago, sendo 70,6% carcinoma epidermóide e 5,9% adenocarcinoma. Ratas
tratadas somente com água não apresentaram alterações histológicas da
mucosa esofágica. Ratas tratadas somente com DEN desenvolveram
papilomas em 50,0% dos casos e permaneceram histologicamente inalteradas
em 50,0%. Não houve desenvolvimento de displasia de baixo ou alto grau em
nenhum grupo. Como conclusões, observalnos que: 1) o RGDE é
significativamente mais deletério para a mucosa esofágica do que o RGE; 2)
neste estudo, o RGE não demonstrou potencial carcinogênico em relação ao
esôfago; 3) o RGDE isolado é um carcinógeno esofágico, produzindo esôfago
de Barrett e adenocarcinoma do esôfago; 4) a oncogênese esofágica causada
pelo RGDE é potencializado pela DEN, induzindo carcinoma epidermóide de
esôfago; 5) neste estudo, a DEN isolada não gerou tumores no esôfago de
ratas.
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1 - INTRODUÇÃO

1.1 - EPIDEMIOLOGIA

Os tumores malignos do esôfago podem ter origem epitelial
(carcinomas), mesenquimal (sarcomas), ou serem mistos (STERNBERG et
aI., 1994~ DAMJANOV & LINDER, 1996).

O carcinoma epidermóide de esôfago é o tipo histológico
predominante, representando 95% das neoplasias que acometem este órgão
(BARROS, 1992~ CALETTI, 1993~ STERNBERG et aI., 1994~ SCHIRMER,
1995). O adenocarcinoma originado em áreas com epitélio de Barrett
predomina entre as outras neoplasias do esôfago (MALAFAIA, 1990;
STERNBERG et aI., 1994~ SCHIRMER, 1995).

Diferenças geográficas na mortalidade por câncer de esôfago têm sido
encontradas não só entre diferentes países, como também entre regiões de um
mesmo país, por vezes com importantes variações em áreas circunvizinhas
(GHADIRIAN, THOUEZ, SIMARD, 1988~ PROLLA, DIETZ, DA COSTA,
1993; MUNoZ & CASTELLSAGuE, 1994). Rá uma grande variabilidade
na incidência do câncer de esôfago no mundo, com áreas que atingem altos
índices, tais como 150/100.000 hab./ano em Renan, na China (LAM, 1986),
sendo 70,93/100.000 hab./ano para os homens e 36,65/100.000 hab./ano para
as mulheres, quando corrigido para o índice da população mundial "standard"
(ZENG & ZENG, 1996) e 73/100.000 hab./ano em Transkei, na África do
Sul (WARWICK & HARINGTON, 1973; ROSE & McGLASHAN, 1975;
ROSE & FELLINGHAN, 1981), e áreas de baixos índices, tais como
2,6/100.000 hab./ano nos Estados Unidos (YANG & DAVIS, 1988) e
3/100.000 hab./ano no Canadá (AYIOMAMITIS, 1988).

No Brasil, esta variabilidade também é encontrada. O estado do Rio
Grande do Sul caracteriza-se como área endêmica para câncer de esôfago,
atingindo índices de 27/100.000 hab./ano (PROLLA, 1992). Dentro do
próprio território do estado do Rio Grande do Sul, há índices que variam de
16,49/100.000 hab./ano (microrregião da Campanha) a 4,74/100.000 hab./ano
(microrregião de Soledade) (PROLLA et aI., 1993). A taxa de mortalidade
por câncer de esôfago neste estado brasileiro o colocam no quinto lugar no
mundo em relação a este índice, superado por Renan (China), Gonbad (Irã),
Transkei (África do Sul) e Bretagne (França) (BARROS, 1992).
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1.2 - FATORES DE RISCO

De acordo com BARROS (1992), os fatores de fISCO para o
desenvolvimento do carcinoma epidermóide do esôfago enquadram-se em
três categorias:

- primeira: a exposição prolongada a agentes químicos e/ou físicos,
principalmente os ambientais;

- segunda: as deficiências nutricionais de vitaminas e micronutrientes;

- terceira: certas doenças raras.

Sabe-se que o álcool e o tabaco têm um papel importante na
patogênese do carcinoma do esôfago. Isoladamente, o aumento do número de
cigarros fumados, ou um consumo maior de álcool estão positivamente
correlacionados com um aumento no risco de desenvolvimento da neoplasia
de esôfago. Quando houve associação entre estes fatores, ocorreu um efeito
sinérgico, aumentando em 6 vezes o risco relativo da população exposta a
desenvolver a doença quando comparado à população em geral (VICTORA
et aI., 1987; YU et aI., 1988; NOTANI, 1988; LA-VECCHIA & NEGRI,
1989, BARROS, 1992). Em subgrupos populacionais não expostos ao
consumo de álcool e/ou tabaco, os coeficientes de mortalidade para neoplasia
do esôfago foram inferiores àqueles da população em geral (BARROS,
1992). O álcool é considerado como um potencializador sinergístico na
indução de tumores epiteliais, produzindo lesões inflamatórias e estimulando
a proliferação celular epitelial. Já o tabaco tem efeito carcinogênico dose
dependente (BARROS, 1992).

VICTORA et aI. (1987), em estudo caso-controle em população do Rio
Grande do Sul, identificaram o hábito da ingestão do mate ou chimarrão, em
altas temperaturas (acima de 70°centígrados), como tendo um risco relativo
isolado 2 vezes superior na relação entre bebedores e não-bebedores para
desenvolvimento de neoplasia esofágica. BARROS (1992) cita o chimarrão
como fator contribuinte à etiologia do carcinoma epidermóide do esôfago,
não como substância carcrnogênica, mas sim como substância que, se
ingerida continuamente em altas temperaturas, causaria lesões térmicas da
mucosa esofágica, facilitando a ação de substâncias carcinogênicas nesta
mucosa. YIORIS, IVANKOVIC, LEHNERT (1984) induziram
experimentalmente neoplasia esofágica em ratos Wistar pela ingestão de
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líquidos quentes, a qual facilitou a ação de uma substância carcinogênica, a
metil-nitro-nitrosoguanidina. KRUEL et aI. (1996a) observaram um
significativo aumento no índice de tumores em um grupo de camundongos
que recebeu água quente (temperatura entre 60°C e 70°C) associado a
diethylnitrosamina (DEN) quando comparado a um grupo que recebeu água
em temperatura ambiente e DEN.

BARROS (1992) defrniu como grupo de "maior risco" para o
desenvolvimento de lesões precursoras para neoplasias de esôfago aqueles
indivíduos com consumo maior do que 80 gramas de etanol/dia por mais de
10 anos e consumo maior do que 20 cigarros ou assemelhados/dia por mais
de 10 anos e consumo maior do que 500 ml/dia de chimarrão por mais de 10
anos.

O estado nutricional e riscos associados em populações sob alto risco
para o desenvolvimento para câncer de esôfago têm sido estudados. Há uma
associação entre as carências de vitaminas e/ou micronutrientes e o
aparecimento de doenças crônicas degenerativas, tais como câncer e doenças
cardiovasculares. Assim, deficiências de riboflavina, vitamina A, vitamina E e
ácido folínico (JASKIEWICZ et aI., 1988), riboflavina, retinol e zinco
(WAHRENDORF et aI., 1989), riboflavina, caroteno e retinoI (ZARIDZE et
aI., 1986), zinco e outros microelementos (BARCH, 1989), zinco (MELLOW
et aI., 1983), foram implicadas como fatores de risco para o desenvolvimento
da neoplasia de esôfago em populações expostas. Já dietas ricas em frutas
frescas e vegetais foram identificadas como fatores de proteção para
carcinogênese esofágica (VICTORA et aI., 1987). Vitaminas C e E
desenvolvem um mecanismo de ação que inibe carcinogênese química, como
por exemplo, a formação de nitrosaminas carcinogênicas (CHEN,
BOISSONNEAULT, GLAUERT, 1988; BARCH, 1989). Suplementação de
vitaminas e minerais na dieta, especialmente beta-carotenos, vitamina E e
selênio, determinou um papel de proteção no risco para desenvolver câncer
(MOBARHAN, 1994). Em estudo experimental, o uso de vitamina E
desempenhou uma função antioxidante que retardou a incidência de câncer
esofágico em animais imunocomprometidos e imunocompetentes (ODELEYE
et aI., 1992).

Vários tipos de papilomavírus têm sido detectados em espécimes de
câncer esofágico, mas evidências epidemiológicas e experimentais do seu
papel na carcinogênese esofágica não estão bem claras (IARC, 1995).
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Doenças raras como a síndrome hereditária Ty/osis pa/maris et
p/antaris (hiperceratose das palmas e plantas) e a presença de membranas
mucosas no terço superior do esôfago (Síndrome de Plummer-Winson ou
Patterson-Kelly) são descritas como patologias associadas com o carcinoma
epidermóide de esôfago (CORREA, 1982~ ASHWORTH et aI., 1991~ RISK
et aI., 1994).

1.3 - REFLUXOS ÁCIDO E ALCALINO; ESÔFAGO DE
BARRETT

Normalmente o esôfago não é exposto ao refluxo de conteúdo
gastroduodenal, exceto ocasional e rapidamente, devido à competência do
esfmcter esofágico inferior e a habilidade do esôfago em carregar conteúdo
refluído de volta ao estômago. Isto pode ser confmnado pela monitorização
por 24 horas do esôfago inferior, o qual demostra que o pH esofágico
normalmente permanece entre 5 e 7, bem acima do pH gástrico. Entretanto,
alguns pacientes apresentam incompetência do esfmcter esofágico inferior ou
alteração no clareamento esofágico e, nestes pacientes, o esôfago é exposto
ao conteúdo gastroduodenal mais freqüentemente, podendo causar alterações
na mucosa (HARMON, JÜHNSON, MAYDONOVITCH, 1981).

o esôfago de Barrett é a condição na qual o epitélio estratificado
escamoso da mucosa esofágica é substituído, em tamanhos variáveis no terço
distaI, por epitélio colunar (BARRET, 1950~ GILLEN et aL, 1988~ CONJO,
1993~ SPECHLER, 1994a). Histologicamente podem ser distinguidos três
tipos de epitélio metaplásico no esôfago: um tipo cárdico ou juncional, um
tipo fúndico e um tipo colunar especializado (intestinal) (SPECHLER &
GOYAL, 1986~ HAMEETEMAN et a!., 1989; SPECHLER et aI., 1994b),
sendo somente este último (tipo intestinal) associado a alterações pré­
neoplásicas (esôfago de Barrett) (SPECHLER, 1996). A prevalência do
esôfago de Barrett na população em geral é desconhecida. Estudos
epidemiológicos em necrópsias indicaram uma prevalência 16 vezes maior do
que estudos de casos diagnosticados de esôfago de Barrett na comunidade em
geral (376/100.000 X 22,6/100.000). Isto sugere que há muitas pessoas com
esôfago de Barrett não diagnosticado na população em geral (CAMERON et
aI., 1990~ CAMERON, 1994).

o esôfago de Barrett é uma doença adquirida (BREMNER, LYNCH,
ELLIS lr., 1970) estando geralmente associado com doença do refluxo
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gastroesofágico (DRGE) crônica (PETERS & KLEIBEUKER, 1993), devido
ou ao refluxo de conteúdo ácido ou de conteúdo duodenal, ou de ambos
(PERA et aI., 1993b). Apesar do esôfago de Barrett poder afetar crianças, a
metaplasia intestinal especializada não tem sido relatada em crianças com
menos de 5 anos de idade. A ausência do epitélio intestinal no esôfago de
recém-nascidos e crianças pequenas apóia a condição metaplásica adquirida
(SPECHLER, 1994a). O esôfago de Barrett pode ser complicado por
estenose, ulceração, hemorragia, perfuração ou malignização (DeMEESTER
et aI., 1990). Os pacientes com DRGE crônica têm um risco 100 vezes maior
que a população em geral para desenvolver adenocarcinoma (THOMAS &
SOBIN, 1995). As razões pelas quais somente alguns pacientes com DRGE
desenvolveram esôfago de Barrett e somente alguns destes desenvolveram
complicações não são conhecidas (ATTWOOD et aI., 1989; DeMEESTER et
aI., 1990).

O refluxo crônico de suco gástrico está relacionado como um
importante agente associado a esôfago de Barrett (LI et aI., 1992),
aumentando o risco de desenvolvimento do adenocarcinoma de esôfago e
cárdia (CHOW et aI., 1995). Estudos implicaram o refluxo duodenogástrico
no desenvolvimento de esofagite (SCHMID, DeTARNOWSKY, LAYDEN,
1981; GILLEN et aI., 1988), esôfago de Barrett (IFTIKHAR et aI., 1993) e
outras complicações (ATTWOOD et aI., 1993; MIWA, HATTüRI,
MIYAZAKI, 1995) devido ao efeito do pH alcalino no esôfago. Já LI et aI.
(1992) afrrmaram que bile e secreções pancreáticas não estão envolvidas na
patogênese do esôfago de Barrett.

Defeito mecânico no esfincter esofágico inferior e refluxo de suco
gástrico ácido associado com conteúdo duodenal demonstraram ser
importantes determinantes para o desenvolvimento de lesões na mucosa
esofágica de pacientes com DRGE (STEIN et aI., 1992; VAEZI &
RICHTER, 1995a; VAEZI, SINGH, RICHTER, 1995b), inclusive metaplasia
colunar (HüEFT et aI., 1996). A lesão de mucosa em pacientes com DRGE
está relacionada com um pH do suco gástrico menor que 2 ou maior que 7
(BREMNER et aI., 1992). O refluxo combinado de suco gástrico e duodenal
causou lesões mais severas na mucosa esofágica do que o suco gástrico
isolado (KAUER et aI., 1995). Pacientes com esôfago de Barrett complicado
mostraram um aumento de exposição de suco ácido (pH < 4) e alcalino (pH>
7) comparativamente aos pacientes com esofagite e voluntários nonnais
(ATTWOOD et aI., 1989; ATTWOOD et aI., 1993).
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Estudos demonstraram uma relação entre esôfago de Barrett e o
desenvolvimento de adenocarcinoma de esôfago sobre a metaplasia colunar
(PERA et aI., 1993a; CLARK et aI., 1994), devido à progressão
histopatológica da mucosa de metaplasia tipo intestinal para displasia,
carcinoma in situ, e adenocarcinoma invasivo (FIGURA 1) (PERA et aI.,
1993c; PETERS & KLEIBEUKER, 1993), num período de aproximadamente
20 anos (ARMSTRONG, BLUM, SAVARY, 1992), com incidência de 125
pacientes-ano de seguimento ou 800/100.000 pacientes (SPECHLER, 1992;
SPECHLER, 1994b). A displasia severa na mucosa do esôfago de Barrett foi
descrito como um marcador morfológico e precursor do desenvolvimento do
adenocarcinoma (LEE, 1985; HAMEETEMAN et aI., 1989; ALTORKI et aI.,
1991; MIROS, KERLIN, WALKER, 1991; CLARK et al., 1994). A
eliminação do refluxo de conteúdo duodenal bilioso em pacientes com
diagnóstico de esôfago de Barrett pareceu inibir a progressão de metaplasia
para adenocarcinoma (PERA et aI., 1993c). Em ressecções esofágicas
"profiláticas" realizadas em pacientes com um diagnóstico pré-operatório de
displasia de alto grau identificada em espécimes de biópsias endoscópicas, o
exame microscópico dos espécimes ressecados revelou uma percentagem
relativa maior de câncer invasivo (38-50%) (ALTüRKI et aI., 1991; PERA et
aI., 1992; RICE et aI., 1993). Endoscopias digestivas repetidas devem ser
realizadas naqueles pacientes cujas repetidas biópsias endoscópicas
demonstram persistência da displasia de baixo-grau (SPECHLER & GOYAL,
1986).

A freqüência do adenocarcinoma está aumentando nos países do norte,
principalmente nos Estados Unidos (BLOT, DEVESA, FRAUMENI Jr.,
1993). Adultos freqüentemente apresentam segmentos não reconhecidos de
epitélio colunar especializado (metaplasia intestinal) na junção gastro­
esofágica; isto pode ser a razão fundamental do crescimento da freqüência do
câncer da junção gastro-esofágica nos Estados Unidos e na Europa
(SPECHLER et aI., 1994b).
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Cocarcinogênicos endógenos
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genotóxicos

V
Displasia de baixo grau

!,
1

Mutação genética -------->
Expansão clonal

Epitélio escamoso nonnal
1

! <------- Exposição a conteúdo
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FIGURA 1 - Hipótese da evolução do adenocarcinoma a partir da
metaplasia de Barrett (PERA et aI., 1993c).
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O refluxo alcalino tem sido implicado como potencial gerador de
alterações na mucosa esofágica em estudos em animais e humanos, devido à
destruição tecidual resultante da exposição do esôfago a enzimas duodenais.
A detecção de sais biliares no esôfago de muitos pacientes com esofagite
demonstrou a presença de refluxo duodenogástrico e gastroesofágico
(JOHNSSON et aI., 1988; GOTLEY, MORGAN, COOPER, 1988; KAUER
et aI., 1995). Pacientes com refluxo alcalino desenvolveram complicações
sérias do refluxo mesmo na ausência de sintomas típicos de pirose
(PELLEGRINI et aI., 1978). Quando houve sintomas de pirose, o refluxo de
bile detenninou mais sintomas do que refluxo ácido isolado (SINGH,
BRADLEY, RlCHTER, 1993).

Na presença de ácido gástrico, pepsina e sais biliares conjugados foram
descritos como as substâncias responsáveis pela maior injúria na patogênese
da esofagite por refluxo ácido e alcalino e, em, contraste, quando o ácido
estava ausente, tripsina e especialmente sais biliares desconjugados foram os
fatores mais patogênicos (KIVILAAKSO, FROMM, SILEN, 1980; SALO,
LERTO, KIVILAAKSO, 1983). Em um estudo em coelhos, a tripsina
demonstrou ser o agente mais nocivo na esofagite por refluxo alcalino em
termos de causar erosão da mucosa, inflamação e hemorragia (LILLEMOE,
JOHNSON, HARMON, 1983). Em ratos submetidos a refluxo pancreático,
houve uma incidência de 79% de esofagite, e somente 28% quando ocorreu o
refluxo isolado de bile. Isto sugere que a bile, sozinha, não causou esofagite;
porém, na presença de suco pancreático, atuou como potencializador deste
(LAMBERT, 1962). Contrariamente, GOTLEY, APPLETON, COOPER,
(1992), encontraram que a medida do tempo de exposição alcalina do esôfago
não foi útil na avaliação clínica do refluxo duodenoesofágico de bile e que
ácidos biliares e tripsina não foram importantes na patogênese da esofagite de
refluxo.

o refluxo alcalino de conteúdo duodenal foi implicado com o
desenvolvimento de carcinoma epidermóide de esôfago (SETO et aI. (1991),
adenocarcinoma do esôfago (ATTWOOD et aI., 1992) ou ambos (PERA et
a!., 1989; PERA et aI., 1993b; MIWA et aI., 1995).
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1.4 - GENÉTICA E BIOLOGIA MOLECULAR NO CÂNCER
ESOFÁGICO

Em ambos os tipos de câncer esofágico (carcinoma epidermóide ou
adenocarcinoma), o papel da agregação genética/familiar, bem como dos
mecanismos subjacentes à interação entre vários fatores de risco, permanece
mal definido. O conhecimento das bases moleculares e genéticas do
desenvolvimento do câncer progrediu consideravelmente durante a última
década. A integração do conhecimento com epidemiologia, patologia e clínica
pode produzir grandes beneficios em estudos da etiopatogênese, e aperfeiçoar
uma adequada seleção e terapia do câncer esofágico (MONTESANO,
HOLLSTEIN, HAINAUT, 1996).

Marcadores tumorais têm sido estudados para identificação de
malignidade esofágica ou para monitorar terapia. O CA 19-9 estudado
isoladamente mostrou uma sensibilidade de 34% e especificidade de 84°Á>
(McKNIGTH, MANNELL, SHPERLING, 1989). Em outro estudo, o
antígeno cárcino embriônico (CEA) apresentou-se alterado em 39% dos
pacientes com carcinoma epidermóide do esôfago, o CA 50 aumentou em
41 0/0, e o CA 19-9 elevou-se em 13% dos pacientes~ quando analisados
juntos, elevaram os níveis de sensibilidade para 59%. O aumento dos níveis
de CEA foram significativamente maiores em tumores esofágicos
intratorácicos quando comparados aos tumores esofágicos cervicais. Os
pacientes com níveis de CEA mais elevado apresentaram uma sobrevida de
até 6 meses, enquanto aqueles com CEA mais baixo sobreviveram entre 6 e
18 meses. Não foi encontrada uma correlação entre a elevação dos níveis dos
marcadores tumorais e o estágio ou diferenciação tumoral (MUNCK­
WIKLAND et a!., 1988).

Marcadores epiteliais, tais como atividade aumentada na mucosa da
omitina decarboxilase, produção de sulfomucina, aneuploidia nuclear do
DNA, e, recentemente, análise molecular, têm sido propostos para identificar
aqueles pacientes com risco aumentado para malignização da metaplasia
intestinal do Barrett para o adenocarcinoma (pERA et a!., 1993c).

o c-erbB-2 é um suposto gene proto-oncológico que normalmente
dirige a síntese de um receptor de fator de crescimento localizado na
membrana celular. A manifestação exagerada de c-erbB-2 tem sido associada
à transformação maligna de certas linhas celulares humanas e tem sido
encontrada em adenocarcinomas do esôfago. Entretanto, a importância da
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manifestação exagerada do c-erbB-2 na carcinogênese esofágica não está
clara. Em um estudo, usando técnicas imunoistoquímicas, encontrou-se uma
manifestação exagerada de c-erbB-2 nas membranas celulares de 8 de 31
adenocarcinomas (26%) que surgiram em esôfagos de Barrett. Em contraste,
não foi observada nenhuma manifestação exagerada de membrana de c-erbB­
2 no epitélio colunar esofágico não maligno, associado a 20 destes tumores,
mesmo que este epitélio exibisse mudanças displásicas. Estes achados
sugerem que a manifestação exagerada de c-erbB-2 ocorre mais tarde no
desenvolvimento de alguns adenocarcinomas esofágicos. Portanto, não é
provável que a imunoreatividade do c-erbB-2 seja um precoce e útil
biomarcador para o potencial maligno em pacientes com esôfago de Barrett
(SPECHLER,1996).

Células heterozigotas normais têm duas copias de cada gene no
genoma - uma cópia de gene (alela) é herdada da mãe e a outra do pai. A
inibição da proliferação celular que é mediada por genes supressores do
tumor, geralmente requer que apenas uma das duas cópias de gene supressor
de tumor permaneça intacta. A perda da função supressora do tumor ocorre
se ambas as alelas são deletadas ou se uma é deletada e o gene remanescente
toma-se disfuncional devido a uma mutação. Em células malignas, portanto, a
descoberta freqüente de uma deleção alélica (a tão chamada perda da
heterozigocidade) sugere que a alela perdida pode ter sido um gene supressor
de tumor. Revisões sobre biologia celular e molecular do câncer esofágico
têm sido publicadas (ROSEN, 1994~ ROTH, 1994~ STEMMERMANN et aI.,
1994). O mais importante dos genes supressores de tumor é o gene p53
localizado no braço curto do cromossomo 17p. Mutações no gene p53 estão
entre as anormalidades genéticas mais comumente documentadas em câncer
em humanos (HüLLSTEIN et aI., 1996), funcionando como um "promotor de
tumores" através de mecanismos ainda desconhecidos (MONTESANÜ et aI.,
1996). O ponto de controle da fase G1 do ciclo celular parece particularmente
dependente do gene supressor de tumores p53 (GALMICHE & FLÉJOU,
1996). Estudos têm analisado a ocorrência de mutações do p53 no câncer
esofágico. Entre 240 casos de carcinoma epidermóide de esôfago analisados
na literatura, em 110 (45,8%) foram encontrados mutações as quais foram
confirmadas e identificadas pela seqüência do DNA. A prevalência de
mutações do p53 é maior nos adenocarcinomas, com 46 casos de mutações
do p53 identificados em 64 pacientes estudados (71,80/0) (MONTESANO et
aI., 1996). No carcinoma epidermóide, a freqüência de mutações do p53 varia
de acordo com a região geográfica, devido a diferentes fatores etiológicos,
sendo maior em áreas de maior risco como a Normandia (França) e Uruguai
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(HOLLSTEIN et aI., 1991). As mutações do p53 são distribuídas em:
transições (45%), transversões (34%), e troca de estrutura (21 %)
(AUDRÉZET et aI., 1993). A detecção de mutações do p53 em ao menos
alguma lesão pré-neoplásica indica que a desregulação do p53 é
provavelmente um evento precoce na carcinogênese esofágica
(MONTESANO et aI., 1996). O gene supressor tumoral p53 desempenha um
papel importante na progressão neoplásica da mucosa de Barrett (FLÉJOU et
aI., 1996), e a perda da função do gene supressor tumoral p53 é considerado
um evento crítico na seqüência Barrett - displasia - carcinoma (ROSEN,
1994; POLKOWSKI et a!., 1996). Em metaplasia de Barrett tipo intestinal, as
mutações do p53 ocorrem freqüentemente (CAMPOMENOSI et aI., 1996). A
mutação do p53 parece desempenhar um papel de acumulação de outras
mutações no câncer de esôfago, na resistência relativa deste tumor à
quimioterapia citotóxica, e no rápido desenvolvimento de resistência às
drogas (ROSEN, 1994).

Diferentemente, perda da heterozigocidade por erro de replicação no
cromossomo 3p é um evento precoce envolvido no desenvolvimento do
carcinoma epidermóide do esôfago, podendo ser útil como indicador
prognóstico deste tumor (OGASAWARA et a!., 1996).

1.5 ... NITROSAMINAS E CIRURGIA PARA REFLUXO

O uso de nitrosaminas como promotores ou copromotores de
carcinogênese esofágica tem sido relatado em vários estudos. Cerca de 130
diferentes nitrosaminas foram testadas na carcinogênese em ratos, com 66
(51 %) destas produzindo tumores no esôfago de ratos, comparados com 44%
no figado e 38% na mucosa nasal (LIJINSKY, 1992).

A dietilnitrosamina (DEN) induziu 18% de carcinoma epidermóide de
esôfago em camundongos tratados por 22 semanas com a droga diluída na
água de beber (CLAPP & CRAIG, 1967). Em outro estudo, em 6 meses de
tratamento com DEN diluído em água de beber, houve indução de 202
tumores em 20 camundongos da cepa C57Bl (RUBlO, 1988). KRUEL
(1992) referiu desenvolvimento de carcinogênese esofágica em camundongos
mus musculus da cepa CFl, de forma abrupta, em tomo de 150 dias, após
administração oral de DEN.
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AZE et aI. (1993) demonstraram, em ratos, que a administração de
etanol tem um efeito de acréscimo no desenvolvimento de tumores esofágicos
induzidos por DEN, quando administrados durante a fase inicial da
carcinogênese.

Injeções subcutâneas de N-amil-n-metilnitrosamina (MNAN) por 8
semanas em ratos submetidos a cirurgia para produção de refluxo de
conteúdo duodenal demonstraram o desenvolvimento de carcinoma
epidennóide de esôfago (SETO et aI., 1991). Por via intraperitonial, a MNAN
desenvolveu carcinoma epidennóide de esôfago em ratos em 40 a 65% por
períodos de 6 a 12 semanas (BULAY & MIRVISR, 1979).

Administração subcutânea de 2,6-dimetilnitrosomorfoline (DMNM)
por 10 semanas em ratos submetidos a refluxo de secreção pancreática e
pancreato-biliar desenvolveu neoplasia de esôfago (metade adenocarcinoma e
metade carcinoma epidermóide) em 13 e 33% respectivamente (PERA et aI.,
1993b). Ratos submetidos a esofagojejunostomia desenvolveram
adenocarcinoma de esôfago quando associados a injeção subcutânea de
DMNM (PERA et aI., 1989).

Neste estudo, optou-se por utilizar a dietilnitrosamina (DEN). Trata-se
de uma substância química do grupo das nitrosaminas, de peso molecular
102,1, constituída de um radical nitroso ligado a quatro átomos de carbono e
dez de hidrogênio (C4 RIO N2 O). É um carcinógeno completo, produzindo
indução e promoção tumoral em várias espécies animais, com preferência
pelo sistema respiratório, sistema digestivo alto, figado e rins. Sua ativação
ocorre por oxigenação de um carbono alfa pela alfa hidroxilação, através de
um sistema enzimático do figado, não totalmente esclarecido. Administrada
na água de beber, na concentração de 0,04 mlI1.000 ml, durante três dias,
tornou-se a dose preconizada em vários modelos experimentais. Tem ela a
fmalidade de diminuir a mortalidade pela ação hepatotóxica da DEN
(KRUEL, 1992).
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho são:

1) descrever as alterações da mucosa esofágica em ratas Wistar
submetidas ou não a ingestão de dietilnitrosamina;

2) descrever as alterações da mucosa esofágica em ratas Wistar com
refluxo de conteúdo gástrico e gastroduodenal para o esôfago, submetidas ou
não a ingestão de dietilnitrosamina;

3) analisar a prevalência das lesões malignas encontradas no esôfago
de ratas Wistar com refluxo gastro-esofágico e submetidas ou não a ingestão
de dietilnitrosamina;

4) analisar a prevalência das lesões malignas encontradas no esôfago
de ratas Wistar com refluxo gastroduodenal para o esôfago e submetidas ou
não a ingestão de dietilnitrosamina.
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3 .. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - ANIMAIS, AMBIENTE DE EXPERIMENTAÇÃO E
ALIMENTAÇÃO

A amostra foi constituída inicialmente por 110 ratas da espécie Rattus
norvegicus, da cepa Wistar, fornecidas pelo Biotério do Instituto de
Biociências (IB) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Com 4 semanas de vida eram transferidas ao Biotério da Divisão de Produção
e Experimentação Animal (DPEA) da Fundação Estadual de Produção e
Pesquisa em Saúde (FEPPS) para adaptação do ambiente e alimentação por
mais 4 semanas. Foram divididas em 22 gaiolas plásticas brancas de 414 X
344 X 168 IDlll, cada gaiola contendo 5 ratas, divididas em 6 grupos
conforme descrito mais adiante.

Todos os animais foram mantidos no biotério convencional, sob fluxo
contínuo de ar. Foram alimentados desde o nascimento até 21 dias de vida
com aleitamento matemo. Após este período, com água e ração ad libitum
para roedores PURINA ® (ANEXO A).

A ração era trocada 2 vezes por semana e foi utilizada até o final do
experimento. A água de beber provinha da rede de abastecimento de Porto
Alegre (DMAE), estando sempre à disposição dos animais e era trocada 3
vezes por semana (até a 10a semana de vida).

Cada gaiola plástica era mantida tampada por grade metálica e o fundo
forrado com serragem esterilizada previamente em autoclave. As gaiolas eram
higienizadas três vezes por semana. As ratas permaneceram sempre na
mesma gaiola até o fmal do experimento (FIGURA 2).
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3.2 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

o experimento consistiu na indução de esofagocarcinogênese,
utilizando-se uma combinação dos modelos de KRUEL (1992) e ATTWOOD
et aI. (1992).

As 110 ratas foram distribuídas em 6 grupos assim constituídos:

- Grupo 1 (20 ratas): submetidas a cirurgia (cardioplastia), tomaram
somente água durante todo o experimento;

- Grupo 2 (20 ratas): submetidas a cirurgia (esofagoduodenostomia),
tomaram somente água durante todo o experimento;

- Grupo 3 (10 ratas): sem cirurgia, tomaram somente água durante todo
o experimento;

- Grupo 4 (20 ratas): submetidas a cirurgia (cardioplastia), tomaram
DEN diluída em água de beber;

- Grupo 5 (20 ratas): submetidas a cirurgia (esofagoduodenostomia),
tomaram DEN diluída em água de beber;

- Grupo 6 (20 ratas): sem cirurgia, tomaram DEN diluída em água de
beber.

o diagrama seqüencial evolutivo do experimento está demonstrado na
FIGURA 3.

o experimento em si iniciava quando as ratas atingiam a sa semana de
vida (data da cirurgia - TS) e estendia-se até a 30a semana de vida (data do
sacrificio - T30).



Grupo 1: Cardioplastia + água
TO T8 T30

1······················1·············· ··········································1

Grupo 2: Esofagoduodenostomia + água
TO T8 T30

1······················1················· ··········································1

Grupo 3: Somente água
TO T30

I·······························································································1

Grupo 4: Cardioplastia + DEN
TO T8 TIO T30

1·······················1········1·········.··.. ·· .... ··········································1

Grupo Esofagoduodenostomia + DEN
TO T8 TIO T30

1·······················1··.·····1·········.········.···········································1

Grupo 6: DEN
TO O T30

1·······························1·······························································1
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TO: data do nascimento
T8: data da cirurgia
TIO: data de início do uso da DEN
T30: data do sacrificio

Onde:
T: tempo
n: numero de semanas

FIGURA 3: Diagrama seqüencial evolutivo do experimento, em semanas
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3.3 - CIRURGIA

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados nos grupos 1, 2, 4 e 5,
quando as ratas atingiam a ga semana de vida, com peso médio de 250
gramas, em modelo semelhante ao de ATTWOOD et aI. (1992).

Após um jejum de 8 a 12 horas, as ratas eram anestesiadas com uma
injeção intraperitonial de tiopental na dose de 25 mg/kg. Após tricotomia do
abdômen, as ratas eram colocadas em decúbito dorsal sobre um campo estéril
e uma assepsia preliminar era realizada com iodofor aquoso. Realizava-se,
então, uma incisão na linha média abdominal, com retração do figado e
exposição do estômago, duodeno e porção intra-abdominal do esôfago.

3.3.1 - MODELO DE REFLUXO GASTRO-ESOFÁGICO
(CARDIOPLASTIA) (grupos 1 e 4)

o esôfago terminal era reparado e realizava-se uma incisão longitudinal
em todas as camadas da parede anterior da junção esôfago-gástrica, com
cerca de 6 mm de extensão, a qual era fechada transversalmente com sutura
contínua, em plano único, com fio prolene 7-0 (ANEXO B), criando-se,
então, uma esofagogastroplastia semelhante à piloroplastia a Heinecke­
Mikulicz (FIGURA 4).

3.3..2 - MODELO DE REFLUXO GASTRODUODENO­
ESOFÁGICO (ESOFAGODUODENOSTOMIA) (grupos 2 e
5):

Após liberação do duodeno, realizava-se uma duodenotomia
longitudinal com 1 cm de extensão a 1 cm do piloro; a seguir, fechava-se a
junção gastro-esofágica com sutura com fio prolene 6-0 (ANEXO B); após,
abria-se o esôfago terminal longitudinalmente 1 cm acima da ligadura anterior
e, então, realizava-se uma anastomose esôfago-duodenal látero-lateral, em
plano único, com fio prolene 7-0, contínuo (FIGURA 5).
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FIGURA 4: Modelo da cirurgia para refluxo gastro-esofágico (cardioplastia)
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FIGURA 5: Modelo da CIrUrgta para refluxo gastroduodeno-esofágico
(esofagoduodenostomia)
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Após, realizava-se revisão da hemostasia e fechava-se a cavidade
abdominal com suturas contínuas do peritônio com prolene 6-0 e da pele com
mononylon 5-0 (ANEXO B).

As ratas eram mantidas em jejum até 6 horas de pós-operatório, água
entre 6 e 24 horas e, após, dieta nonnal.

3.4 - CARCINÓGENO

A DEN diluída na água de beber foi preparada no Serviço de Patologia
do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). A diluição era realizada
sempre às segundas-feiras, na dose de 0,04 ml de DEN para cada litro de
água (0,04 ml/l). Os frascos eram colocados à disposição dos animais, como
única opção de ingestão hídrica, nas terças-feiras, às 8 horas, e retirados e
desprezados nas sextas-feiras, às 8 horas, sendo substituídos por frascos com
água sem DEN durante 4 dias (sextas, sábados, domingos e segundas-feiras),
havendo 2 trocas de frascos de água neste período. Essa alternância foi
mantida durante todo o experimento (20 semanas).

A administração de carcinógeno químico iniciou-se na 10a semana de
vida das ratas (2a semana de pós-operatório).

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 receberam apenas água para beber
(fonte DMAE - Porto Alegre) durante todo o experimento, trocada 3 vezes
por semana, até a 30a semana de vida.

Os animais dos grupos 4, 5 e 6 receberam DEN (N-nitrosodiethylamine
- C4 RIO N2 O) (ANEXO C) (Sigma Chemical Co., S1. Louis, USA) diluída
na água de beber, durante 20 semanas (entre a 10a e a 30a semana de vida), 3
dias por semana, consecutivamente.

3.5 - SACRIFÍCIO

Com 30 semanas de vida as ratas foram sacrificadas com inalação de
éter etílico em campânula de vidro fechada.
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3.6 - NECRÓPSIA

o tempo decorrido entre a morte do animal e a coleta do material
nunca ultrapassou cinco minutos.

Uma incisão mediana na pele era feita desde a região sub-mentoniana
até a região púbica, com ressecção do plastrão estemo-costal e incisão do
peritônio, no sentido cérvico-púbico, com exposição ampla das cavidades
abdominal e torácica, bem como da região cervical.

Nos grupos 1, 3, 4 e 6 (ratas submetidas a cardioplastia ou não
operadas), o estômago era identificado e tracionado suavemente no sentido
póstero-anterior, com discreta tração do esôfago, o que permitia sua
dissecção no hiato esofágico, mediastino e região cervical. Seccionava-se o
piloro, liberando-se o estômago do baço e do pâncreas e o esôfago era então
seccionado junto à faringe, com isso retirando-se, em bloco, o esôfago e o
estômago. Os conjuntos eram abertos longitudinalmente e estendidos sobre
papel filtro úmido, onde eram fotografados.

Nos grupos 2 e 5 (ratas submetidas a esofagoduodenostomia), iniciava­
se a liberação pelo duodeno, seccionando-o na 2a porção; a seguir, liberava­
se o estômago e o esôfago como anteriormente descrito; o esôfago, estômago
e duodeno eram retirados em bloco. Os conjuntos eram abertos
longitudinalmente, de forma a demonstrar a anastomose esôfago-duodenal e o
fechamento do cárdia, e estendidos sobre papel filtro úmido para serem
fotografados.

Após a identificação fotográfica, todos os espécimes eram envolvidos
por papel filtro, de fonna a mantê-los distendidos, e colocados um a um em
frascos com formalina tamponada a 10%, para posterior descrição
macroscópica.

A seguir, toda a cavidade peritonial, fígado, intestino delgado e cólon
eram inspecionados em busca de outras lesões concomitantes ou metástases.



23

3.7 - MACROSCOPIA

o número, tamanho, posição e característica das lesões foram
anotados, dividindo-se o esôfago em 3 pedaços de tamanhos iguais, sendo a
descrição macroscópica anotada conforme ANEXO D.

o tipo de lesão avaliada na macroscopia foi descrita da seguinte forma:

Lesões no Terço :
..... lesões, sendo: ..... planas e lisas

·.... elevadas e lisas
..... discretamente elevadas e rugosas
..... vegetantes
·.... papilíferas
..... ulceradas
·.... rugosidade em mucosa
..... outro: .

a maior delas medindo: ..... X ..... X mm

3.8 - HISTOLOGIA

Após descrição macroscópica, os esôfagos foram enrolados
circunferencial e longitudinalmente em forma de "rocambole" (FIGURA 6),
da extremidade cervical para a abdominal, e incluídos em parafma para
processamento e obtenção de cortes histológicos de forma a atingir todo o
perfillongítudinal da víscera (FIGURA 7 A e B). Os cortes histológícos, de
4 micrômetros de espessura, cortados em micrótomo AOTEC ® com
navalhas descartáveis, foram corados por hematoxilina-eosina.
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"rocambole"
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3.9 - ANÁLISE HISTOLÓGICA

Os cortes histológicos foram todos examinados em microscópio óptico
comum por uma mesma patologista que desconhecia o tipo de tratamento
realizado no espécime em estudo.

As alterações histopatológicas, conforme descrições de ACKERMAN
(1978), RUBlO (1982, 1983, 1989), KRUEL (1992), CHANDRASOMA
(1993), ROBBINS & COTRAN (1994), DAWSEY et aI. (1994c), KRUEL
et aI. (1996b), LEVER (1997), foram classificadas como:

1) Esôfago normal: uma fileira de células basais localizadas entre a
borda do epitélio e a submucosa, com núcleos ovais ou arredondados;
apresenta um estrato córneo que ocupa um terço ou até metade da espessura
epitelial; não se defme a muscular da mucosa e são vistas algumas papilas
rudimentares; a lâmina própria, se presente, geralmente contém poucas
células inflamatórias mononucleares esparsas.

2) Esofagite crônica: leve - projeção de papilas epiteliais em até um
terço da espessura do epitélio e/ou infiltrado inflamatório no terço inferior da
espessura do epitélio; moderada - projeção de papilas epiteliais em até dois
terços da espessura do epitélio; acentuada - projeção de papilas epiteliais em
mais de dois terços da espessura do epitélio.

3) Hiperplasia epitelial: espessamento (leve, moderado ou intenso) do
epitélio devido a UIU aumento do número de células, podendo ocorrer
alongamento das papilas da lâmina própria.

4) Papilomatose: proliferação das papilas subepiteliais causando
ondulações irregulares da superficie epitelial.

5) Ulceração: defeito local ou escavação na superficie do órgão a qual
é produzida pela perda de tecido necrótico, com processo inflamatório
(neutrófilos, linfócitos, plasmócitos e macrófagos).

6) Esôfago de Barrett (luetaplasia intestinal): situação na qual a porção
distaI do esôfago está recoberta por epitélio colunar (glandular), do tipo
intestinal.
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7) Displasia leve (de baixo grau): alteração das camadas celulares
basais atingindo até um terço da espessura do epitélio, com núcleos
pleomórficos; ocorrem mitoses no terço inferior do epitélio, fora da camada
basal.

8) Displasia moderada (de alto grau): atipia celular mais marcada, com
núcleo hipercromático e polimórfico; ocorre crescimento irregular do epitélio
escamoso; maturação citoplasmática em direção à superficie era ainda
evidente embora menos distinto que na displasia leve.

9) Displasia acentuada (de alto grau): as alterações displásicas atingem
toda a espessura do epitélio, que é composto de células marcadamente
anormais; a polaridade nuclear está perdida; a maturação citoplasmática
ocorre em grande parte da camada epitelial.

10) Adenocarcinoma: neoplasia maligna de origem em células epiteliais
com padrão microscópico de crescimento glandular, com ruptura da
membrana basal e invasão dos tecidos adjacentes.

11) Carcinoma epidermóide: invasão da submucosa por epitélio
escamoso neoplásico no qual identifica-se núcleo hipercromático aumentado
de volume; evidente aumento da relação núcleo/citoplasma; citoplasma
queratinizado, núcleo com cromatina de granulação grosseira, mas de
distribuição irregular; as células malignas são encontradas abaixo da lâmina
própria, com inquestionável invasão do estroma.

Depois de realizada a tabulação, os dados foram classificados em seis
estágios, em ordem crescente, sempre conforme a maior severidade do
diagnóstico de cada peça em estudo:

- Estágio I: esôfago normal, esofagite crônica leve, hiperplasia ..... v ... "" ...........'........

leve ou moderada;

- Estágio 11: hiperplasia epitelial acentuada, esofagite crônica moderada
ou acentuada, papilomatose, ulceração;

- Estágio 111: esôfago de Barrett (metaplasia intestinal);

- Estágio IV: displasia leve (lesão de baixo grau);
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- Estágio V: displasia moderada ou acentuada (lesão de alto grau);

- Estágio VI: adenocarcinoma ou carcinoma epidermóide.

3.10 .. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Para a análise estatística, utilizou-se o teste não paramétrico de
Kruskal-Wallis, com nível de significância de 5% (alfa = 0,05). Os dados
deste estudo são categóricos e este teste se presta para a comparação dos
diferentes estágios nos diferentes grupos.

Como existiu diferença significativa entre os 6 grupos em relação aos
diferentes estágios, realizou-se um procedimento de comparações múltiplas
adequado para localizar em qual(is) grupo(s) estavam as diferenças
encontradas. Para este teste de comparações múltiplas utilizou-se um nível de
significância de 10% (alfa = 0,1) (devido ao número de grupos). Este teste
compara um grupo com outro sem desprezar a existência dos outros 4 grupos
(DANIEL, 1978).
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4 .. RESULTADOS

Dez ratas (9,0%) morreram antes de completar o experimento (30
semanas de vida), sendo 5 após cardioplastia e 5 após
esofagoduodenostomia. A causa das mortes foi a indução anestésica em 5
ratas, abscesso intra-abdominal múltiplo em 1 rata, deiscência da sutura da
parede abdominal no 40 dia de pós-operatório em 1 rata, dilatação gástrica
sem causa defmida em 1 rata, necrose da parede esofágica distaI em 2 ratas.
As 100 ratas restantes sobreviveram até 30 semanas e são o objeto deste
estudo.

As alterações microscópicas do esôfago das ratas estão demonstradas
na TABELA 1. Nota-se que houve desenvolvimento de neoplasia esofágica
(estágio 6) somente nos grupos submetidos a refluxo de conteúdo
gastroduodenal (grupos 2 e 5), sendo 3 ratas (16,70/0) com adenocarcinoma
no grupo tratado com água (grupo 2), e 13 ratas (76,5%) no grupo tratado
com DEN (grupo 5), das quais 1 rata (5,9%) com adenocarcinoma e 12 ratas
(70,6%) com carcinoma epidermóide.

No grupo controle com água (grupo 3), todos os esôfagos foram
considerados como histologicamente normais (estágio 1) (FIGURAS 8 e 9
(A e B»). No grupo controle com DEN (grupo 6), 50,00/0 dos esôfagos
apresentaram-se como normais (estágio 1) do ponto de vista histológico, e
50,0% desenvolveram papilomas (estágio 2) (FIGURAS 10 e 11 (A e B»).

Em relação aos grupos submetidos a cardioplastia, com refluxo
gástrico, aquele tratado com água (grupo 1) apresentou-se em 77,8% como
histologicamente normal (estágio 1), 16,7% desenvolveram papilomas, e
5,5% desenvolveram ulceração (22,2% - estágio 2); no grupo tratado com
DEN (grupo 4), 52,90/0 foram considerados como normais (estágio 1), 35,30/0
desenvolveram papilomas, 5,90/0 desenvolveram hiperplasia epitelial
acentuada, e 5,90/0 desenvolveram esofagite crônica acentuada (47,1% ­
estágio 2).
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TABELA 1 - Descrição das alterações microscópicas do esôfago nos
diferentes grupos, por estágios

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Or. Experimento n n -------------- ..._------------- --------------- -------------- -------------- ------_..._----
n.O inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE + H20 20 18 14 77,8 4 22,2

2 RGDE+H20 20 18 5,5 11 61,1 3 16,7 3 16,7

3 H20 10 10 10 100,0

4 RGE+DEN 20 17 9 52,9 8 47,1

5 RGDE+ DEN 20 17 4 23,5 13 76,5

6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0

X2 =: 60,59 p < 0,00001

Nos grupos submetidos a esofagoduodenostomia, com refluxo
gastroduodenal, houve o maior número de alterações histológicas
diagnosticadas. No grupo tratado com água (grupo 2), somente 5,5%
apresentaram epitélio normal (estágio 1), enquanto 22,2% desenvolveram
esofagite crônica moderada ou acentuada com papilomas ou ulceração,
11,2% desenvolveram esofagite moderada com erosões, 11,20/0 esofagite
acentuada com ulceração, 5,5% esofagite moderada com papiloma, 5,5%
esofagite moderada com hiperplasia epitelial acentuada e 5,50/0 papilomas
(61,1% ~ estágio 2), 16,7% desenvolveram esôfago de Barrett (estágio 3)
(FIGURAS e 13 (A e B)) e 16,7% desenvolveram adenocarcinoma
(estágio 6) (FIGURAS 14 e 15 (A e B)). Não houve desenvolvimento de
displasia de baixo ou alto grau (estágios 4 ou 5) em nenhum caso. Já no grupo
tratado com DEN (grupo 5), em nenhum caso o epitélio esofágico foi
considerado como histologicamente normal (estágio 1)~ não houve o
desenvolvimento de esôfago de Barrett (estágio 3) nem displasia de baixo ou
alto grau (estágios 4 ou 5) em nenhum caso~ 5,9% apresentaram esofagite
moderada com ulceração e hiperplasia epitelial acentuada, 5,9%
desenvolveram esofagite moderada com úlcera esofágica, 5,9% hiperplasia
epitelial acentuada com úlcera e 5,9% desenvolveram esofagite moderada
(23,5 % ~ estágio 2)~ 76,5% desenvolveram carcinoma de esôfago (estágio 6),
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sendo 5,9% adenocarcinoma e 70,6% carcinoma epidennóide (FIGURAS 16
e 17 (A e B».

Em nenhum grupo foi feito o diagnóstico histológico de displasia de
baixo ou alto grau no epitélio esofágico (estágios 4 ou 5). Não foram
encontradas metástases nas ratas que desenvolveram adenocarcinoma (4
ratas) ou carcinoma epidermóide (12 ratas). Nenhum carcinoma foi
encontrado no estômago, intestino delgado ou nos cólons.

FIGURA 8: Esôfago com mucosa normal - Estágio 1 - macroscopia - Rata
70 - Grupo 4
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FIGURA 9: Esôfago com mucosa normal- Estágio 1 - microscopia - Rata 70
- Grupo 4 - A (HE .. 25 X) e B (HE ... 100 X): presença de epitélio escamoso
estratificado, com ausência de infiltrado inflamatório
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FIGURA 10: Esôfago com papiloma - Estágio 2 - macroscopia - Rata 66 ­
Grupo 4
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FIGURA 11: Esôfago com papiloma - Estágio 2 - microscopia - Rata 66 ­
Grupo 4 - A (HE - 25 X) e B (HE - 100 X): lesão epitelial escamosa
exofitica, benigna, sem caráter invasivo~ destacam-se a hiperplasia epitelial e
hiperceratose
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FIGURA 12: Esôfago de Barrett - Estágio 3 - macroscopia - Rata 32 - Grupo
2
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FIGURA 13: Esôfago de Barrett - Estágio 3 - microscopia - Rata 32 - Grupo
2 .. A (HE ... 25 X): da esquerda para a direita: ulceração epitelial, epitélio
glandular tipo intestinal, pequeno segmento de epitélio escamoso e
novamente epitélio glandular do tipo intestinal~ B (HE ao 100 X): ressalta-se o
epitélio glandular tipo intestinal com a interposição de epitélio escamoso
entre ele
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FIGURA 14: Esôfago com adenocarcinoma - Estágio 6 - macroscopia - Rata
34 - Grupo 2
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FIGURA 15: Esôfago com adenocarcinoma - Estágio 6 - microscopia - Rata
34 - Grupo 2 - A (HE - 25 X): neoplasia de padrão glandular e caráter
infiltrativo, com focos de supuração; B (HE - 100 X): nota-se pequena área
de epitélio escamoso abaixo da qual identifica-se lesão glandular, invasiva
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FIGURA 16: Esôfago com carcinoma epidennóide - Estágio 6 - macroscopia
- Rata 85 - Grupo 5



FIGURA 17 : Esôfago com carcinoma epidermóide - Estágio 6 - microscopia - Rata 85 - Grupo 5
- A (DE - 25 X): pequena área, à esquerda, de epitélio escamoso; adjacente a ela, extenso
segmento desprovido de epitélio preservado, onde identificam-se numerosas pequenas ilhotas de
epitélio escamoso neoplásico que compromete mucosa e submucosa, estendendo-se até a camada
muscular, porém sem invadi-la; B (DE - 100 X): nota-se o segmento de epitélio preservado e as
formações de epitélio neoplásico, percebendo-se a formação de queratina em cada uma delas;
ressalta-se o infiltrado inflamatório adjacente à lesão, bem como a hemorragia
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Foi realizada análise estatística, comparando-se os 6 grupos entre SI,

com os seguintes resultados:

TABELA 2 - Comparação entre os grupos 1 e 2 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ..._----...------- -------------- -----------..._-- ---...----------- --------------- -------------
n.o inicial [mal n % n % n % n % n % n %

1 RGE + H20 20 18

2 RGDE + mo 20 18

14 77,8 4 22,2

5,5 11 61,1 3 16,7 3 16,7

Valor crítico = 26,30 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 37,58 (significativa)

TABELA 3 Comparação entre os grupos 1 e 3 (diferença não significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ------....----_.... --_.................---_....... --------------- --_.........._---_......_- ------------_... --------------
n.o inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE + mo 20 18 14 77,8 4 22,2

3 mo 10 10 10 100,0

Valor crítico = 31,12 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 9,00 (não significativa)

TABELA 4 - Comparação entre os grupos 1 e 4 (diferença não significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ---------...-_...... ---_..._-_..._-_......- -_..._--..........-...---- --_...--...----......_- ....- ......_- ...._----- ----------_..._-
n.o inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE+ H20 20 18

4 RGE+DEN 20 17

14 77,8 4 22,2

9 52,9 8 47,1

Valor crítico = 26,69 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 10,06 (não significativa)
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TABELA 5 - Comparação entre os grupos 1 e 5 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n -------------- ---------....--....-- -------------- --------------- ------------- -------------
n.O inicial [mal n % n % n % n % n % n %

1 RGE + mo 20 18

5 RGDE+DEN 20 17

14 77,8 4 22,2

4 23,5 13 76,5

Valor crítico = 26,69 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 53,97 (significativa)

TABELA 6 - Comparação entre os grupos 1 e 6 (diferença não significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ----...-------_.... --------------- -------------- -----_..._--_.................. --_...._...._-------- ----......._-_......__.......

n.O inicial [mal n % n % n % n % n % n %

1 RGE + mo 20 18

6 DEN 20 20

14 77,8 4 22,2

10 50,0 10 50,0

Valor critico = 25,64
Diferença entre os grupos

Alfa 0,1
11,25 (não significativa)

TABELA 7 - Comparação entre os grupos 2 e 3 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n "",......._...---_..._..._- ---_....---------- .........._------...--- .......------------- ................._-------_... .................._-_..._-_...--
n.O inicial final n % n % n % n % n % n %

2 RGDE + mo 20 18 5,5 11 61,1 3 16,7 3 16,7

3 mo 10 10 10 100,0

Valor crítico = 31,12 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 46,58 (significativa)
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TABELA 8 - Comparação entre os grupos 2 e 4 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n -------------- --------------- -------------- --------------- --------------- ---------------
n.o inicial final n % n % n % n % n % n %

2 RGDE + mo 20

4 RGE+DEN 20

18

17

5,5 11 61,1

9 52,9 8 47,1

3 16,7 3 16,7

Valor critico = 26,69 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 27,52 (significativa)

TABELA 9 - Comparação entre os grupos 2 e 5 (diferença não significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ..._----------_.- ----_......_------- ------------_.... ...._---_ ....---_......-- --------------- -....-....-----------
n.O inicial final n % n % n % n % n % n %

2 RGDE + mo 20

5 RGDE + DEN 20

18

17

5,5 11 61,1

4 23,5

3 16,7 3 16,7

13 76,5

Valor critico = 26,69 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 16,39 (não significativa)

TABELA 10 - Comparação entre os grupos 2 e 6 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ..........-----....-...._-- .........._-----_..........._- ----------...-_... -...._--..........._------ ---_......................_--...- ---_.......................__...........

n.O inicial final n % n % n % n % n % n %
....""' ""' ""' "" ""' _-"" "" ""' ".. "" .,.""""'---_ _""",.--_ _ ""' "" ""' "" _-= _- "" ""--- __ _""' "" _- --_ ""

2 RGDE +mo 20 18 5,5 11 61,1 3 16,7 3 16,7

6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0

Valor critico = 25,64 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 26,33 (significativa)
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TABELA 11 - Comparação entre os grupos 3 e 4 (diferença não
significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n -----_......_......_-- ..._............._---_..._-- - ......_---------- --------_ ....-...---- -_ ........_..._-......-...--- ----- ....---------
n.O inicial [mal n % n % n % n % n % n %

3 mo 10 10 10 100,0

4 RGE+DEN 20 17 9 52,9 8 47,1

Valor critico 31,45 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 19,06 (não significativa)

TABELA 12 - Comparação entre os grupos 3 e 5 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ...-_...-----...----- ----_......._-_......-- ......._---..._---_......- ..._..._---------- ---...- ............= ..._---

n.O inicial [mal n % n % n % n % n % n %

3 mo 10 10 10 100,0

5 RGDE + DEN 20 17 4 13 76,5

Valor critico = 31,45
Diferença entre os grupos = 62,97 (significativa)

Comparação os grupos 3 e 6 (diferença

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ......_...-...-...__......_... -------......_---_.... ........._--...-.......-..._- -_......._----_...""'...-- ............-_....................-...... --_..._...._-_.......----
n.o inicial [mal n % n % n % n % n % n %

3 mo 10 10 10 100,0

6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0

Valor crítico = 30,58 Alfa = 0,1
Diferença os grupos = 20,25 (não significativa)
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TABELA 14 - Comparação entre os grupos 4 e 5 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ---------....---- ----_...._-_..._---- ......_------...._---- -----_......._----...- --_..._--------_.... ----..._---------
n.o inicial flnal n % n % n % n % n % n %

4 RGE+DEN 20

5 RGDE + DEN 20

17

17

9 52,9 8 47,1

4 23,5 13 76,5

Valor critico = 27,07 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 43,91 (significativa)

TABELA 15 - Comparação entre os grupos 4 e 6 (diferença não
significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n -_......__...._------ ....------------...... _..._---_..._-....--....- ......--_......_-------
n.o inicial flnal n % n % n % n % n % n %

4 RGE+ DEN 20 17

6 DEN 20 20

9 52,9 8 47,1

10 50,0 10 50,0

Valor critico = 26,03 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 1,19 significativa)

os 5 e 6 (diferença significativa)

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 Estágio 4 Estágio 5 Estágio 6
Gr. Experimento n n ..._---_...................._- ...............-..._....-..._-......- ........._..._------_ ....- ................__...-....-..........- ---..._-..........-..._-... _...__......_...""'-----
n.o inicial flnal n % n % n % n % n % n %

5 RGDE + DEN 20 17 4 13 76,6

6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0

Valor critico = 26,03 Alfa = 0,1
Diferença entre os grupos = 42,72 (significativa)
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5 - DISCUSSÃO

o objetivo deste estudo foi descrever as alterações da mucosa
esofágica, bem como a prevalência de lesões malignas em ratas Wistar
submetidas a refluxo gastro-esofágico e gastroduodeno-esofágico, através de
um modelo experimental de carcinogênese química, usando a DEN como
indutor.

Em pesquisas de alterações pré-neoplásicas ou neoplásicas em
esôfagos humanos, a rotulação de algumas modificações patológicas como
pré-cancerosas é devida à freqüência com que elas acompanham o câncer
nesse órgão. Esse critério, porém, não é confiável o suficiente para prover a
natureza pré-cancerosa dessas lesões. Já em estudos experimentais, há a
oportunidade de se realizar um estudo sistemático da morfologia do câncer de
esôfago, bem como realizar-se o seguimento morfodinâmico do processo
patológico, estágio por estágio (KRUEL, 1992).

Neste estudo foram utilizadas ratas Wistar em razão do seu baixo custo
operacional e adaptabilidade às condições de trabalho, sendo que no estudo­
piloto obtiveram-se bons resultados com esta espécie.

Outros estudos experimentais utilizaram o camundongo mus musculus
da cepa CFl (KRUEL, 1992), camundongos C57Bl (RUBlO, 1982), ratos
Sprague-Dawley (PERA et a!., 1989), ratos F344 (STINSON, 1979), ratos
búfalo (REUBER, 1977), ratos albinos (NAPALKOV & POZHARISSKI,
1969), com incidências variáveis de carcinoma esofágico.

Outras espécies de animais, tais como o coelho (llZUKA et aI., 1977;
LILLlEMOE et aI., 1983), galináceos (YANG, 1980), cães da raça Beagle
(SASAJIMA et aI., 1977), foram utilizados em outros estudos. Porém, o
custo operacional e do alojamento, bem como o longo tempo para
carcinogênese esofágica limitam o seu uso.

Baseado em estudos prévios de KRUEL (1992) e ATTWOOD et aI.
(1992), montou-se este delineamento experimental, conjugando-se os dois
experimentos. Este novo delineamento permitiu a comparação entre
diferentes grupos submetidos a refluxo gastro-esofágico e gastroduodeno­
esofágico, tratados ou não com DEN. O grupo não submetido a cirurgia e
tratado somente com água (grupo 3) foi defmido como controle geral, uma
vez que 100% das ratas deste grupo foram classificadas no estágio 1.
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o alimento utilizado (Purina ®), bem com a fonte de água (DMAE de
Porto Alegre), foram o mesmo para todos os grupos, não influenciando no
processo de carcinogênese.

A concentração do carcinógeno na água de beber é a preconizada em
outros modelos experimentais (RUBlO, 1982, 1983, 1987; KRUEL, 1992),
com a fmalidade de diminuir a mortalidade causada pela ação hepatotóxica da
DEN. A ingestão da droga dissolvida na água de beber, ao invés da intubação
gástrica (BARCH et aI., 1986), injeção intraperitonial (LEVISON et aI.,
1979, ATTWOOD et aI., 1992), ou injeção subcutânea (STINSON et aI.,
1978), deveu-se a simplicidade do método, exigindo mínima manipulação das
ratas e comprovada eficiência (RUBlO, 1982, 1983; MANDARD et aI.,
1984; KRUEL, 1992).

Em nosso estudo, a taxa média de mortalidade após cirurgia
(cardioplastia X esofagoduodenostomia) não diferiu entre os grupos, ao
contrário do estudo de ATTWOOD et aI. (1992), que observaram uma maior
mortalidade naqueles animais cujo esôfago foi exposto ao suco duodenal,
devido a um aumento na intensidade de inflamação e destruição tecidual.

A análise anatomopatológica foi realizada por uma patologista que
desconhecia o tipo de tratamento empregado no espécime em análise, o que
tomou o estudo "cego" em relação a este item.

A avaliação histológica dos esôfagos sugeriu evidência da evolução do
esôfago de Barrett (estágio 3) como precursor para adenocarcinoma (estágio
6) naquele grupo submetido a RGDE e tratado somente com água,
corroborando os achados de PERA et aI. (1993c); porém, não se observou
esôfago de Barrett no grupo submetido a RGDE que desenvolveu carcinoma
epidermóide (estágio 6), o que implica o conteúdo gastroduodenal como
carcinógeno e a DEN como co-carcinógeno.

Comparando-se os grupos não submetidos a procedimento cirúrgico (3
x 6 - tabela 13) nota-se que a DEN isolada não demonstrou capacidade para
produzir alterações na mucosa esofágica estatisticamente significativas em
relação à água, mesmo tendo sido utilizada por um período de 140 dias (20
semanas). Observou-se que 50% das ratas submetidas ao tratamento isolado
com DEN (grupo 6) desenvolveram papilomas (estágio 2) na mucosa
esofágica e 50% não mostraram alterações histopatológicas (estágio 1). No
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estudo de KRUEL (1992), com camundongos, encontrou-se carcinogênese
"abrupta" em tomo de 150 dias após administração oral de DEN.

Do mesmo modo, comparando-se os grupos 1 x 3 (tabela 3), 1 x 4
(tabela 4), 1 x 6 (tabela 6), 3 x 4 (tabela 11), e 4 x 6 (tabela 15), nota-se que
os grupos submetidos a RGE isolado ou associado a DEN não se mostraram
estatisticamente diferentes aos grupos tratados com água ou DEN isolada. Ou
seja, neste estudo, o refluxo de conteúdo gástrico para o esôfago,
independente da associação ou não com DEN, não demonstrou potencial pré­
carcinogênico ou carcinogênico, pois não ultrapassou o estágio 2 em nenhum
dos dois grupos submetidos a cardioplastia (grupos 1 e 4). No modelo de
ATTWOOD et aI. (1992), o RGE isolado também não apresentou alterações
significativas~ porém, quando associado a outro tipo de nitrosamina (DMNM)
via intraperitonial, 30% dos ratos desenvolveram papilomatose difusa e 20%,
carcinoma epidermóide.

Confrontando-se os grupos 2 x 3 (tabela 7) observou-se que o RGDE
isolado foi um potente carcinógeno em relação ao grupo controle tratado com
água; em associação com DEN (grupos 3 x 5 - tabela 12) o RGDE
demonstrou importante potencial carcinogênico quando comparado a ratas
tratadas somente com água. Da mesma forma, comparando-se os grupos 2 x 6
(tabela 10) e 5 x 6 (tabela 16), viu-se que o RGDE (isolado ou associado a
DEN) foi nitidamente mais danoso à mucosa esofágica que a DEN isolada.
Ou seja, o RGDE por si só é que fez a diferença.

Comparando-se os grupos 1 x 2 (tabela 2) notou-se que o RGDE
isolado foi significativamente mais prejudicial à mucosa esofágica que o RGE
isolado. O RDGE isolado demonstrou potencial pré-carcinogênico e
carcinogênico, lesando a mucosa esofágica, evoluindo para a metaplasia
intestinal de Barrett (estágio 3 - 16,7%) e formação de adenocarcinoma de
esôfago (estágio 6 - 16,7%), enquanto somente 5,5% permaneceram com
epitélio normal; já o RGE isolado produziu papilomatose ou ulceração
(estágio 2) em somente 22,2 % das ratas, e os restantes 77,8% mantiveram-se
com mucosa normal (estágio 1). PERA et aI. (1993a e 1993c) demonstraram
uma relação entre o esôfago de Barrett e o desenvolvimento do
adenocarcinoma de esôfago sobre a metaplasia colunar, devido à progressão
da mucosa de metaplasia tipo intestinal para displasia, carcinoma "in situ", e
adenocarcinoma invasivo. Comparando-se os grupos 4 x 5 (tabela 14) as
observações acima se reafrrmam, já que o RGE associado a DEN não
ultrapassou o estágio 2, enquanto o RGDE associado a DEN alcançou 76,5%
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no estágio 6, sendo 70,6% carcinoma epidermóide e 5,9% adenocarcinoma
de esôfago. KAUER et a!. (1995) também encontraram lesões mais severas
na mucosa esofágica em pacientes com RGDE quando comparados àqueles
com RGE. Quando se compararam os grupos 2 x 4 (tabela 8) observou-se
que o RGDE isolado foi, por si só, significativamente mais carcinogênico
esofágico do que o RGE associado a DEN. Quando se compararam os grupos
1 x 5 (tabela 5) notou-se que o RGDE associado a DEN foi mais
carcinogênico que o RGE isolado. Estes resultados demonstraram claramente
que o fator desencadeante da carcinogênese esofágica foi o RGDE; a DEN
funcionou somente como um fator potencializador do RGDE.

Finalmente, quando compararam-se os grupos 2 x 5 (tabela 9), notou­
se que o RGDE isolado não apresentou diferença estatística quando
comparado ao RGDE associado a DEN; no entanto, observou-se que o
RGDE foi potencializado pela DEN, pois evoluiu em 76,5% ao estágio 6 no
grupo 5, enquanto "somente" 16,7% atingiram este estágio no grupo 2. Isto
evidenciou, novamente, que a DEN serviu somente como um potencializador
do poder carcinogênico do RGDE.

Este estudo demonstrou uma clara diferença na carcinogênese entre os
grupos de ratas submetidas a RGDE em relação aos demais grupos. Nas ratas
com RGDE e tratadas somente com água, 16,7% desenvolveram
adenocarcinoma de esôfago; já nas ratas com RGDE e tratadas com DEN,
76,5% desenvolveram carcinoma esofágico, sendo 70,6% carcinoma
epidermóide e 5,9% adenocarcinoma. Estas observações não ocorreram em
ratas sem procedimento cirúrgico, tratadas com água ou DEN, tampouco em
ratas submetidas a RGE associado a água ou DEN. Estas observações
implicam o suco gastroduodenal como um importante carcinógeno para o
desenvolvimento de tumores epiteliais no esôfago (adenocarcinoma ou
carcinoma epidermóide).

Os resultados deste estudo experimental complementam os achados
por ATTWOOD et a!. (1992), que encontraram adenocarcinoma em esôfago
de ratos com RGDE e tratadas com nitrosaminas, bem com o estudo de
SETa et aI. (1991), que indicou que o refluxo de conteúdo duodenal
contribuiria vigorosamente para o desenvolvimento do carcinoma
epidermóide de esôfago. Também corrobora trabalhos de LAMBERT (1962),
KIVILAAKSO et a!. (1980), e LILLIEMOE et a!. (1983), que encontraram
uma grande destruição da mucosa esofágica em ratos expostos ao suco
duodenal em relação ao suco gástrico.
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Nossa hipótese para tais achados é de que a presença de sais biliares,
suco pancreático ou algum outro constituinte do suco duodenal refluído para
o esôfago acelere a produção do carcinoma esofágico, alterando a
diferenciação da mucosa para produzir ou adenocarcinoma (RGDE puro) ou
carcinoma epidermóide (RGDE associado a DEN).
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6 .. CONCLUSÕES

1) O refluxo de conteúdo gastroduodeno-esofágico é significativamente
mais deletério para a mucosa esofágica do que o refluxo gastro-esofágico.

2) Neste estudo, o refluxo gastro-esofágico não demonstrou potencial
carcinogênico em relação ao esôfago.

3) O refluxo gastroduodeno-esofágico isolado atua como um
carcinógeno esofágico, produzindo metaplasia intestinal (esôfago de Barrett)
e adenocarcinoma do esôfago.

4) A oncogênese esofágica causada pelo refluxo gastroduodeno­
esofágico é potencializado pela diethylnitrosamina, induzindo carcinomas
epiteliais no esôfago, sendo o carcinoma epidermóide a grande maioria
(70,6%) e adenocarcinoma em menor número (5,9%).

5) Neste estudo, a diethylnitrosamina isolada não gerou tumores no
esôfago de ratas.
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7 - PERSPECTIVAS

1) Estudar o conteúdo de suco gastroduodenal refluído para o esôfago,
na tentativa de encontrar qual(is) composto(s) pode(m) estar induzindo a
oncogênese esofágica.

2) Utilizar os espécimes deste modelo experimental e estudar a
manifestação do p53 e o c-erbB-2.

3) Estudar os efeitos do refluxo gastroduodeno-esofágico sob o ponto
de vista experimental, clínico e epidemiológico.



ANEXO A: Purina ® .. Animais de laboratório .. Descrição do Manual

Alimentos Purina ® para Animais de Laboratório
Manual para Bioteristas e Pesquisadores

Alimento utilizado: Labina
Alimentação para fêmeas em crescimento: 12..15g/dia de ração
Consumo de água: "Ad libitum"
Início de uso da ração: pode ser utilizada a partir de 12 dias de vida

Labina: Fórmula constante, específica para camundongos, ratos e hamsters
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ANEXO B: Descrição dos fios utilizados para os procedimentos cirúrgicos

Fio Prolene 7-0
M8702
2 shine - 1,0 cm - BV-l Master
Cardiovascular
Polipropileno azul
Monofilamento
N.Abs.
60cm
ETHICON®

Fio Prolene 6-0
M8706
2 shine - 1,3 cm - C-I Master
Cardiovascular
Polipropileno azul
Monofilamento
N.Abs.
75 cm
ETHICON®

Fio Mononylon 5-0
15501
Ethipoint - 2,5 cm - CP-25
Cuticular
Nylon PretolNegro
Monofilamento
N.Abs.
45cm
ETHICON®



ANEXO C: Descrição do carcinógeno (DEN)

N-nitrosodiethylamine (DEN)

Sigma Chemical Co.
N-0756
Lot 31H0401
10 ml
St. Louis
MO 63178
D.S.A.
314-771-5750
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ANEXO D: Descrição macroscópica dos espécimes esofágicos

Análise Macroscópica dos Segmentos Esofágicos

56

Raton.O
••••• G Cx R .

Comprimento do esôfago: em
Fotos (S)im (N)ão

a) Lesões no Terço Proximal:
..... lesões, sendo: ..... planas e lisas

..... elevadas e lisas

..... discretamente elevadas e rugosas
·.... vegetantes
..... papilíferas
..... ulceradas
..... rugosidade em mucosa
..... outro: .

a maior delas medindo: X X mm
Observações: .

b) Lesões no Terço Médio:
..... lesões, sendo: ..... planas e lisas

..... elevadas e lisas
· discretamente elevadas e rugosas
· vegetantes
· papilíferas
..... ulceradas
..... rugosidade em mucosa
..... outro: .

a maior delas medindo: X X mm
Observações: .

c) Lesões no Terço Distai:
..... lesões, sendo: planas e lisas

· elevadas e lisas
· discretamente elevadas e rugosas
· vegetantes
..... papilíferas
..... ulceradas
..... rugosidade em mucosa
..... outro: .

a maior delas medindo: X X mm
Observações: .

Outras observações pertinentes em relação ao espécime examinado: .
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ABSTRACT

Human and animal studies indicate that esophageal exposure to duodenal and
gastric contents may be important in the development of Barrett' s esophagus
and its complications, including adenocarcinoma and squamous cell
carcinoma. Diethylnitrosamine (DEN) is a carcinogen that develops
squamous cell carcinoma in the esophagus of mouse. The aim of this study
was to evaluate the effect of the reflux gastroduodenal and gastric contents in
induction of esophageal carcinogenesis. Reflux of gastroesophageal (GER)
and gastroduodenoesophageal (GDER) contents were produced by
cardioplasty and esophagoduodenostomy, with suture of the cardia and
gastric preservation, respectively. The carcinogen was DEN in drinking
water,3 days a week in 20 weeks. 100 female Wistar rats were divided in 6
groups. Group 1 (18 rats): cardioplasty without DEN~ Group 2 (18 rats):
esophagoduodenostomy without DEN~ Group 3 (10 rats): on1y water~ Group
4 (17 rats): cardioplasty with DEN~ Group 5 (17 rats):
esophagoduodenostomy with DEN and Group 6 (20 rats): only DEN. GER
alone induced papilomatosis or ulcer in 22.2% of rats, and when associated
with DEN in 47.1%. GDER alone induced severe esophagitis, papilomatosis
or ulcer in 61.1% of rats, Barrett's esophagus in 16.7%, and esophagus
adenocarcinoma in 16.7%~ when associated with DEN, induced severe
esophagitis, papilomatosis or ulcer in 23.5%, while 76.5% evoluated to
esophagus carcinoma, which squamous cell carcinoma was in 70.6% and
adenocarcinoma in 5.9%. Rats that drank only water did not present
histologic alterations oí esophagus mucosa. Rats that drank DEN induced
papilomatosis in 50.0% and did not present histologic alterations in 50.0%.
Did not occur mild or severe dysplasia in another group. We concluded that:
1) GDER is statisticaly significant more hannful to the esophagus mucosa
that GER~ 2) in this study, GER did not demonstrate carcinogical potential in
the esophagus~ 3) GDER alone is a esophagus carcinogen, inducing Barrett's
esophagus and esophagus adenocarcinoma~ 4) the potential carcinogenesis oí
GDER is potentialized by DEN, inducing squamous cell carcinoma oí
esophagus~ 5) in this study, DEN alone did not induce tumors in rat's
esophagus.
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