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RESUMO

Estudos em seres humanos e animais demonstram que a exposi¢do do
esofago a conteido duodenal e gastrico pode ser importante no
desenvolvimento do esdfago de Barrett e suas complicagdes, incluindo
adenocarcinoma e carcinoma epidermoide. A diethylnitrosamina (DEN) é um
carcinégeno que estimula o desenvolvimento do carcinoma epidermoide no
esOfago de camundongos. Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito do
refluxo de conteudo gastroduodenal e gastrico na indugio de carcinogénese
esofagica. Os refluxos de conteudo gastro-esofagico (RGE) e gastroduodeno-
esofagico (RGDE) foram produzidos por cardioplastia e
esofagoduodenostomia, com fechamento do cardia e preservagido gastrica,
respectivamente. O carcindgeno utilizado foi a DEN diluida na agua 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 agua, 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 ulceragdo em 22,2% das ratas, e,
quando associado a DEN, o fez em 47,1%. O RGDE isolado induziu
esofagite acentuada, papilomatose ou ulceragdo em 61,1% das ratas, es6fago
de Barrett em 16,7%, e adenocarcinoma de eséfago em 16,7%; quando
associado a DEN, 23,5% das ratas apresentaram esofagite acentuada,
papilomatose ou ulceragdo, enquanto 76,5% evoluiram a carcinoma de
esofago, sendo 70,6% carcinoma epidermoide e 5,9% adenocarcinoma. Ratas
tratadas somente com agua ndo apresentaram alteragdes histologicas da
mucosa esofagica. Ratas tratadas somente com DEN desenvolveram
papilomas em 50,0% dos casos e permaneceram histologicamente inalteradas
em 50,0%. Nédo houve desenvolvimento de displasia de baixo ou alto grau em
nenhum grupo. Como conclusdes, observamos que: 1) o RGDE ¢
significativamente mais deletério para a mucosa esofagica do que o RGE; 2)
neste estudo, o RGE ndo demonstrou potencial carcinogénico em relagdo ao
esOfago; 3) o RGDE isolado € um carcinogeno esofagico, produzindo eséfago
de Barrett € adenocarcinoma do eséfago; 4) a oncogénese esofagica causada
pelo RGDE ¢ potencializado pela DEN, induzindo carcinoma epidermoéide de
esofago; 5) neste estudo, a DEN 1solada ndo gerou tumores no eséfago de
ratas.
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1- INTRODUCAO

1.1 - EPIDEMIOLOGIA

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

O carcinoma epiderméide de esofago € o tipo histologico
predominante, representando 95% das neoplasias que acometem este 6rgio
(BARROS, 1992; CALETTI, 1993; STERNBERG et al., 1994; SCHIRMER,
1995). O adenocarcinoma originado em areas com epitélio de Barrett
predomina entre as outras neoplasias do esofago (MALAFAIA, 1990;
STERNBERG et al., 1994; SCHIRMER, 1995).

Diferengas geograficas na mortalidade por cancer de eséfago t€m sido
encontradas ndo so6 entre diferentes paises, como também entre regides de um
mesmo pais, por vezes com importantes variagdes em areas circunvizinhas
(GHADIRIAN, THOUEZ, SIMARD, 1988; PROLLA, DIETZ, DA COSTA,
1993; MUNOZ & CASTELLSAGUE, 1994). Ha uma grande variabilidade
na incidéncia do cancer de esdfago no mundo, com areas que atingem altos
indices, tais como 150/100.000 hab./ano em Henan, na China (LAM, 1986),
sendo 70,93/100.000 hab./ano para os homens ¢ 36,65/100.000 hab./ano para
as mulheres, quando corrigido para o indice da populagdo mundial “standard”
(ZENG & ZENG, 1996) e 73/100.000 hab./ano em Transkei, na Africa do
Sul (WARWICK & HARINGTON, 1973; ROSE & McGLASHAN, 1975;
ROSE & FELLINGHAN, 1981), e areas de baixos indices, tais como
2,6/100.000 hab./ano nos Estados Unidos (YANG & DAVIS, 1988) e
3/100.000 hab./ano no Canada (AYIOMAMITIS, 1988).

No Brasil, esta variabilidade também é encontrada. O estado do Rio
Grande do Sul caracteriza-se como area endémica para cancer de esofago,
atingindo indices de 27/100.000 hab./ano (PROLLA, 1992). Dentro do
proprio territorio do estado do Rio Grande do Sul, ha indices que variam de
16,49/100.000 hab./ano (microrregido da Campanha) a 4,74/100.000 hab./ano
(microrregido de Soledade) (PROLLA et al., 1993). A taxa de mortalidade
por cancer de esofago neste estado brasileiro o colocam no quinto lugar no
mundo em relagdo a este indice, superado por Henan (China), Gonbad (Ird),
Transkei (Africa do Sul) e Bretagne (Franga) (BARROS, 1992).



1.2 - FATORES DE RISCO

De acordo com BARROS (1992), os fatores de risco para o

desenvolvimento do carcinoma epiderméide do esdfago enquadram-se em
trés categorias:

- primeira: a exposi¢do prolongada a agentes quimicos e/ou fisicos,
principalmente os ambientais;

- segunda: as deficiéncias nutricionais de vitaminas e micronutrientes;
- terceira: certas doengas raras.

Sabe-se que o dalcool e o tabaco t€ém um papel importante na
patogénese do carcinoma do esofago. Isoladamente, o aumento do niimero de
cigarros fumados, ou um consumo maior de alcool estdo positivamente
correlacionados com um aumento no risco de desenvolvimento da neoplasia
de es6fago. Quando houve associagdo entre estes fatores, ocorreu um efeito
sinérgico, aumentando em 6 vezes o risco relativo da populagdo exposta a
desenvolver a doenga quando comparado a populagdo em geral (VICTORA
et al., 1987; YU et al., 1988; NOTANI, 1988; LA-VECCHIA & NEGRI,
1989, BARROS, 1992). Em subgrupos populacionais nido expostos ao
consumo de alcool e/ou tabaco, os coeficientes de mortalidade para neoplasia
do esofago foram inferiores aqueles da populagdo em geral (BARROS,
1992). O alcool ¢ considerado como um potencializador sinergistico na
indugio de tumores epiteliais, produzindo leses inflamatoérias e estimulando
a proliferagdo celular epitelial. Ja o tabaco tem efeito carcinogénico dose
dependente (BARROS, 1992).

VICTORA et al. (1987), em estudo caso-controle em populagdo do Rio
Grande do Sul, identificaram o habito da ingestdo do mate ou chimarrdo, em
altas temperaturas (acima de 70°centigrados), como tendo um risco relativo
isolado 2 vezes superior na relagdo entre bebedores e ndo-bebedores para
desenvolvimento de neoplasia esofagica. BARROS (1992) cita o chimarrdo
como fator contribuinte a etiologia do carcinoma epidermodide do eséfago,
ndo como substincia carcinogénica, mas sim como substincia que, se
ingerida continuamente em altas temperaturas, causaria lesdes térmicas da
mucosa esofagica, facilitando a agdo de substincias carcinogénicas nesta
mucosa.  YIORIS, IVANKOVIC, LEHNERT (1984) induziram
experimentalmente neoplasia esofagica em ratos Wistar pela ingestdo de
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liquidos quentes, a qual facilitou a agdo de uma substancia carcinogénica, a
metil-nitro-nitrosoguanidina. KRUEL et al. (1996a) observaram um
significativo aumento no indice de tumores em um grupo de camundongos
que recebeu agua quente (temperatura entre 60°C e 70°C) associado a
diethylnitrosamina (DEN) quando comparado a um grupo que recebeu agua
em temperatura ambiente ¢ DEN.

BARROS (1992) definiu como grupo de “maior risco” para o
desenvolvimento de lesdes precursoras para neoplasias de eséfago aqueles
mndividuos 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 chimarrdo por mais de 10
anos.

O estado nutricional e riscos associados em populagdes sob alto risco
para o desenvolvimento para cancer de es6fago tém sido estudados. Ha uma
associagdo entre as caréncias de vitaminas e/ou micronutrientes € o
aparecimento de doengas cronicas degenerativas, tais como cancer ¢ doengas
cardiovasculares. Assim, deficiéncias de riboflavina, vitamina A, vitamina E e
acido folinico (JASKIEWICZ et al., 1988), riboflavina, retinol e zinco
(WAHRENDOREF et al., 1989), riboflavina, caroteno e retinol (ZARIDZE et
al., 1986), zinco e outros microelementos (BARCH, 1989), zinco (MELLOW
et al., 1983), foram implicadas como fatores de risco para o desenvolvimento
da neoplasia de esofago em populagdes expostas. Ja dietas ricas em frutas
frescas e vegetais foram identificadas como fatores de protegdo para
carcinogénese esofagica (VICTORA et al., 1987). Vitaminas C e E
desenvolvem um mecanismo de ag¢do que inibe carcinogénese quimica, como
por exemplo, a formagdo de nitrosaminas carcinogénicas (CHEN,
BOISSONNEAULT, GLAUERT, 1988; BARCH, 1989). Suplementagdo de
vitaminas ¢ minerais na dieta, especialmente beta-carotenos, vitamina E e
selénio, determinou um papel de protecdo no risco para desenvolver cancer
(MOBARHAN, 1994). Em estudo experimental, o uso de vitamina E
desempenhou uma fungdo antioxidante que retardou a incidéncia de céancer
esofagico em animais imunocomprometidos e imunocompetentes (ODELEYE
etal., 1992).

Varios tipos de papilomavirus tém sido detectados em espécimes de
cancer esofagico, mas evidéncias epidemioldgicas e experimentais do seu
papel na carcinogénese esofagica ndo estdo bem claras (IARC, 1995).
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Doengas raras como a sindrome hereditaria 7ylosis palmaris et

plantaris (hiperceratose das palmas e plantas) e a presen¢a de membranas
mucosas no terco superior do esoéfago (Sindrome de Plummer-Winson ou
Patterson-Kelly) s@o descritas como patologias associadas com o carcinoma

epidermoide de esofago (CORREA, 1982; ASHWORTH et al., 1991; RISK
et al., 1994).

1.3- REFLUXOS ACIDO E ALCALINO; ESOFAGO DE
BARRETT

Normalmente o esdfago ndo é exposto ao refluxo de conteudo
gastroduodenal, exceto ocasional e rapidamente, devido a competéncia do
esfincter esofagico inferior e a habilidade do eséfago em carregar contetido
refluido de volta ao estdmago. Isto pode ser confirmado pela monitorizagio
por 24 horas do esofago inferior, o qual demostra que o pH esofagico
normalmente permanece entre 5 ¢ 7, bem acima do pH gastrico. Entretanto,
alguns pacientes apresentam incompeténcia do esfincter esofagico inferior ou
alteragdo no clareamento esofagico e, nestes pacientes, o esofago ¢ exposto
ao contetido gastroduodenal mais freqiientemente, podendo causar alteragdes
na mucosa (HARMON, JOHNSON, MAYDONOVITCH, 1981).

O esbfago de Barrett ¢ a condi¢do na qual o epitélio estratificado
escamoso da mucosa esofagica é substituido, em tamanhos variaveis no tergo
distal, por epitélio colunar (BARRET, 1950; GILLEN et al., 1988; CONIO,
1993; SPECHLER, 1994a). Histologicamente podem ser distinguidos trés
tipos de epitélio metaplasico no esofago: um tipo cardico ou juncional, um
tipo fundico e um tipo colunar especializado (intestinal) (SPECHLER &
GOYAL, 1986; HAMEETEMAN et al., 1989; SPECHLER et al., 1994b),
sendo somente este ultimo (tipo intestinal) associado a alteragdes pré-
neoplasicas (esofago de Barrett) (SPECHLER, 1996). A prevaléncia do
esofago de Barrett na populacdo em geral ¢ desconhecida. Estudos
epidemiol6gicos em necropsias indicaram uma prevaléncia 16 vezes maior do
que estudos de casos diagnosticados de esdfago de Barrett na comunidade em
geral (376/100.000 X 22.,6/100.000). Isto sugere que ha muitas pessoas com
esdfago de Barrett ndo diagnosticado na populagdo em geral (CAMERON et
al., 1990; CAMERON, 1994).

O es6fago de Barrett ¢ uma doenga adquirida (BREMNER, LYNCH,
ELLIS Jr., 1970) estando geralmente associado com doenca do refluxo
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gastroesofagico (DRGE) crénica (PETERS & KLEIBEUKER, 1993), devido

ou ao refluxo de conteudo acido ou de conteido duodenal, ou de ambos
(PERA et al., 1993b). Apesar do esdfago de Barrett poder afetar criangas, a
metaplasia intestinal especializada ndo tem sido relatada em criangas com
menos de 5 anos de idade. A auséncia do epitélio intestinal no esoéfago de
recém-nascidos e criangas pequenas apdia a condigdo metaplasica adquirida
(SPECHLER, 1994a). O esofago de Barrett pode ser complicado por
estenose, ulceragdo, hemorragia, perfuracdo ou malignizagdo (DeMEESTER
et al., 1990). Os pacientes com DRGE cronica tém um risco 100 vezes maior
que a populagdo em geral para desenvolver adenocarcinoma (THOMAS &
SOBIN, 1995). As razdes pelas quais somente alguns pacientes com DRGE
desenvolveram esdfago de Barrett e somente alguns destes desenvolveram
complicagdes ndo sdo conhecidas (ATTWOOD et al., 1989; DeMEESTER et
al., 1990).

O refluxo cronico de suco gastrico estd relacionado como um
importante agente associado a esdfago de Barrett (LI et al, 1992),
aumentando o risco de desenvolvimento do adenocarcinoma de estfago e
cardia (CHOW et al., 1995). Estudos implicaram o refluxo duodenogastrico
no desenvolvimento de esofagite (SCHMID, DeTARNOWSKY, LAYDEN,
1981; GILLEN et al., 1988), es6fago de Barrett (IFTIKHAR et al., 1993) ¢
outras complicagdes (ATTWOOD et al., 1993; MIWA, HATTORI,
MIYAZAKI, 1995) devido ao efeito do pH alcalino no eséfago. Ja LI et al.
(1992) afirmaram que bile e secre¢des pancreaticas ndo estdo envolvidas na
patogénese do esofago de Barrett.

Defeito mecanico no esfincter esofagico inferior e refluxo de suco
gastrico acido associado com conteido duodenal demonstraram ser
importantes determinantes para o desenvolvimento de lesdes na mucosa
esofagica de pacientes com DRGE (STEIN et al., 1992; VAEZI &
RICHTER, 1995a; VAEZI, SINGH, RICHTER, 1995b), inclusive metaplasia
colunar (HOEFT et al., 1996). A lesdo de mucosa em pacientes com DRGE
esta relacionada com um pH do suco gastrico menor que 2 ou maior que 7
(BREMNER et al., 1992). O refluxo combinado de suco gastrico e duodenal
causou lesbes mais severas na mucosa esofigica do que o suco gastrico
isolado (KAUER et al., 1995). Pacientes com eséfago de Barrett complicado
mostraram um aumento de exposi¢ao de suco acido (pH < 4) e alcalino (pH >
7) comparativamente aos pacientes com esofagite e voluntarios normais
(ATTWOOD et al., 1989; ATTWOOD et al., 1993).
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Estudos demonstraram uma relagdo entre esdfago de Barrett e o

desenvolvimento de adenocarcinoma de eso6fago sobre a metaplasia colunar
(PERA et al., 1993a; CLARK et al, 1994), devido a progressdao
histopatologica da mucosa de metaplasia tipo intestinal para displasia,
carcinoma in situ, ¢ adenocarcinoma invasivo (FIGURA 1) (PERA et al,,
1993c; PETERS & KLEIBEUKER, 1993), num periodo de aproximadamente
20 anos (ARMSTRONG, BLUM, SAVARY, 1992), com incidéncia de 125
pacientes-ano de seguimento ou 800/100.000 pacientes (SPECHLER, 1992;
SPECHLER, 1994b). A displasia severa na mucosa do eséfago de Barrett foi
descrito como um marcador morfologico e precursor do desenvolvimento do
adenocarcmoma (LEE, 1985; HAMEETEMAN et al., 1989; ALTORKI et al.,
1991, MIROS, KERLIN, WALKER, 1991; CLARK et al., 1994). A
eliminacdo do refluxo de conteido duodenal bilioso em pacientes com
diagnostico de esdfago de Barrett pareceu inibir a progressdo de metaplasia
para adenocarcinoma (PERA et al.,, 1993c). Em ressecgdes esofagicas
“profilaticas” realizadas em pacientes com um diagnostico pré-operatorio de
displasia de alto grau identificada em espécimes de bidpsias endoscopicas, o
exame microscopico dos espécimes ressecados revelou uma percentagem
relativa maior de cancer invasivo (38-50%) (ALTORKI et al., 1991; PERA et
al., 1992; RICE et al., 1993). Endoscopias digestivas repetidas devem ser
realizadas naqueles pacientes cujas repetidas biopsias endoscoOpicas
demonstram persisténcia da displasia de baixo-grau (SPECHLER & GOYAL,
1986).

A freqiiéncia do adenocarcinoma esta aumentando nos paises do norte,
principalmente nos Estados Unidos (BLOT, DEVESA, FRAUMENI Jr,,
1993). Adultos freqiientemente apresentam segmentos ndo reconhecidos de
epitélio colunar especializado (metaplasia intestinal) na jungdo gastro-
esofagica; isto pode ser a razdo fundamental do crescimento da freqiiéncia do
cancer da jungdo gastro-esofagica nos Estados Unidos e na Europa
(SPECHLER et al., 1994b).



Epitélio escamoso normal
!
D <emmeeee Exposi¢do a conteudo
! de refluxo acido ou duodenal
V
Esofagite erosiva com células
multipotenciais residuais

S Fatores troficos duodenais
!
V
Metaplasia intestinal
“Esofago de Barrett”
! Cocarcinogénicos enddgenos
Mutagdo genética -------- > I e exogenos e fatores
! genotoxicos
V
Displasia de baixo grau
!
Mutagdo genética -------- > !
Expansio clonal !
V
Displasia de alto grau
!
Mutagdo genética -------- > !
Progressdo maligna !
\V
Adenocarcinoma

FIGURA 1 - Hipotese da evolugdo do adenocarcinoma a partir da
metaplasia de Barrett (PERA et al., 1993c¢).
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O refluxo alcalino tem sido implicado como potencial gerador de

alteragdes na mucosa esofagica em estudos em animais ¢ humanos, devido a
destruigdo tecidual resultante da exposicdo do esdfago a enzimas duodenais.
A detecgdo de sais biliares no esofago de muitos pacientes com esofagite
demonstrou a presenga de refluxo duodenogastrico e gastroesofagico
(JOHNSSON et al., 1988; GOTLEY, MORGAN, COOPER, 1988; KAUER
et al., 1995). Pacientes com refluxo alcalino desenvolveram complicagdes
sérias do refluxo mesmo na auséncia de sintomas tipicos de pirose
(PELLEGRINTI et al., 1978). Quando houve sintomas de pirose, o refluxo de
bile determinou mais sintomas do que refluxo acido isolado (SINGH,
BRADLEY, RICHTER, 1993).

Na presenga de acido gastrico, pepsina e sais biliares conjugados foram
descritos como as substancias responsaveis pela maior injiiria na patogénese
da esofagite por refluxo acido e alcalino e, em, contraste, quando o acido
estava ausente, tripsina e especialmente sais biliares desconjugados foram os
fatores mais patogénicos (KIVILAAKSO, FROMM, SILEN, 1980; SALO,
LEHTO, KIVILAAKSO, 1983). Em um estudo em coclhos, a tripsina
demonstrou ser o agente mais nocivo na esofagite por refluxo alcalino em
termos de causar erosdo da mucosa, inflamag¢do e hemorragia (LILLEMOE,
JOHNSON, HARMON, 1983). Em ratos submetidos a refluxo pancreatico,
houve uma incidéncia de 79% de esofagite, e somente 28% quando ocorreu o
refluxo isolado de bile. Isto sugere que a bile, sozinha, ndo causou esofagite;
porém, na presenga de suco pancreatico, atuou como potencializador deste
(LAMBERT, 1962). Contrariamente, GOTLEY, APPLETON, COOPER,
(1992), encontraram que a medida do tempo de exposigdo alcalina do es6fago
ndo foi util na avaliagdo clinica do refluxo duodenoesofagico de bile e que
acidos biliares e tripsina ndo foram importantes na patogénese da esofagite de
refluxo.

O refluxo alcalino de conteido duodenal foi implicado com o
desenvolvimento de carcinoma epidermoide de esofago (SETO et al. (1991),
adenocarcinoma do esofago (ATTWOOD et al., 1992) ou ambos (PERA et
al., 1989; PERA et al., 1993b; MIWA et al., 1995).
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1.4 - G,ENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR NO CANCER
ESOFAGICO

Em ambos os tipos de cancer esofagico (carcinoma epidermoéide ou
adenocarcinoma), o papel da agregagdo genética/familiar, bem como dos
mecanismos subjacentes a interagdo entre varios fatores de risco, permanece
mal definido. O conhecimento das bases moleculares e genéticas do
desenvolvimento do cancer progrediu consideravelmente durante a ultima
década. A integragdo do conhecimento com epidemiologia, patologia e clinica
pode produzir grandes beneficios em estudos da etiopatogénese, e aperfeigoar
uma adequada selecdo e terapia do cancer esofagico (MONTESANO,
HOLLSTEIN, HAINAUT, 1996).

Marcadores tumorais tém sido estudados para identificacdo de
malignidade esofagica ou para monitorar terapia. O CA 19-9 estudado
isoladamente mostrou uma sensibilidade de 34% e especificidade de 84%
(McKNIGTH, MANNELL, SHPERLING, 1989). Em outro estudo, o
antigeno carcino embrionico (CEA) apresentou-se alterado em 39% dos
pacientes com carcinoma epidermoide do esdfago, o CA 50 aumentou em
41%, ¢ o CA 19-9 elevou-se em 13% dos pacientes; quando analisados
juntos, elevaram os niveis de sensibilidade para 59%. O aumento dos niveis
de CEA foram significativamente maiores em tumores esofagicos
mtratoracicos quando comparados aos tumores esofagicos cervicais. Os
pacientes com niveis de CEA mais elevado apresentaram uma sobrevida de
até 6 meses, enquanto aqueles com CEA mais baixo sobreviveram entre 6 ¢
18 meses. N4o foi encontrada uma correlagdo entre a elevagdo dos niveis dos
marcadores tumorais € o estagio ou diferenciagdo tumoral (MUNCK-
WIKLAND et al., 1988).

Marcadores epiteliais, tais como atividade aumentada na mucosa da
ornitina decarboxilase, produg¢do de sulfomucina, aneuploidia nuclear do
DNA, e, recentemente, analise molecular, tém sido propostos para identificar
aqueles pacientes com risco aumentado para malignizagdo da metaplasia
intestinal do Barrett para o adenocarcinoma (PERA et al., 1993c¢).

O c-erbB-2 ¢ um suposto gene proto-oncologico que normalmente
dirige a sintese de um receptor de fator de crescimento localizado na
membrana celular. A manifestagdo exagerada de c-erbB-2 tem sido associada
a transformagdo maligna de certas linhas celulares humanas e tem sido
encontrada em adenocarcinomas do es6fago. Entretanto, a importancia da
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manifestagdo exagerada do c-erbB-2 na carcinogénese esofagica ndo esta

clara. Em um estudo, usando técnicas imunoistoquimicas, encontrou-se uma
manifestagdo exagerada de c-erbB-2 nas membranas celulares de 8 de 31
adenocarcinomas (26%) que surgiram em esoéfagos de Barrett. Em contraste,
ndo foi observada nenhuma manifestagio exagerada de membrana de c-erbB-
2 no epitélio colunar esofagico ndo maligno, associado a 20 destes tumores,
mesmo que este epitélio exibisse mudangas displasicas. Estes achados
sugerem que a manifestagdo exagerada de c-erbB-2 ocorre mais tarde no
desenvolvimento de alguns adenocarcinomas esofagicos. Portanto, ndo ¢
provavel que a imunoreatividade do c-erbB-2 seja um precoce e Ttil

biomarcador para o potencial maligno em pacientes com eséfago de Barrett
(SPECHLER, 1996).

Células heterozigotas normais tém duas copias de cada gene no
genoma - uma copia de gene (alela) é herdada da mae e a outra do pai. A
inibigdo da proliferagdo celular que ¢ mediada por genes supressores do
tumor, geralmente requer que apenas uma das duas copias de gene supressor
de tumor permanega intacta. A perda da fungdo supressora do tumor ocorre
se ambas as alelas sdo deletadas ou se uma ¢ deletada e o gene remanescente
torna-se disfuncional devido a uma mutagdo. Em células malignas, portanto, a
descoberta freqiiente de uma dele¢do alélica (a tdo chamada perda da
heterozigocidade) sugere que a alela perdida pode ter sido um gene supressor
de tumor. Revisdes sobre biologia celular ¢ molecular do cancer esofagico
tém sido publicadas (ROSEN, 1994; ROTH, 1994; STEMMERMANN et al.,
1994). O mais importante dos genes supressores de tumor ¢ o gene p53
localizado no brago curto do cromossomo 17p. Mutag¢des no gene p53 estio
entre as anormalidades genéticas mais comumente documentadas em cancer
em humanos (HOLLSTEIN et al., 1996), funcionando como um “promotor de
tumores” através de mecanismos ainda desconhecidos (MONTESANO et al.,
1996). O ponto de controle da fase G1 do ciclo celular parece particularmente
dependente do gene supressor de tumores p353 (GALMICHE & FLEJOU,
1996). Estudos tém analisado a ocorréncia de mutagdes do p53 no céncer
esofagico. Entre 240 casos de carcinoma epiderméide de esofago analisados
na literatura, em 110 (45,8%) foram encontrados mutagdes as quais foram
confirmadas e identificadas pela seqiiéncia do DNA. A prevaléncia de
mutag¢des do p53 € maior nos adenocarcinomas, com 46 casos de mutagdes
do p33 identificados em 64 pacientes estudados (71,8%) (MONTESANO et
al., 1996). No carcinoma epidermoéide, a freqi€ncia de mutagdes do p33 varia
de acordo com a regido geografica, devido a diferentes fatores etiologicos,
sendo maior em areas de maior risco como a Normandia (Franca) e Uruguai
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(HOLLSTEIN et al., 1991). As mutagdes do p53 sdo distribuidas em:

transigoes (45%), transversdes (34%), e troca de estrutura (21%)
(AUDREZET et al., 1993). A detecgdo de mutagdes do p53 em ao menos
alguma lesdo pré-neoplasica indica que a desregulagdo do p53 ¢
provavelmente um evento precoce na carcinogénese esofagica
(MONTESANO et al., 1996). O gene supressor tumoral p53 desempenha um
papel importante na progressio neoplasica da mucosa de Barrett (FLEJOU et
al., 1996), e a perda da fungdo do gene supressor tumoral p53 ¢ considerado
um evento critico na seqiiéncia Barrett - displasia - carcinoma (ROSEN,
1994; POLKOWSKI et al., 1996). Em metaplasia de Barrett tipo intestinal, as
mutagdes do p53 ocorrem freqiientemente (CAMPOMENOSI et al., 1996). A
mutagdo do p33 parece desempenhar um papel de acumulagdo de outras
mutacdes no cancer de esofago, na resisténcia relativa deste tumor a

quimioterapia citotoxica, € no rapido desenvolvimento de resisténcia as
drogas (ROSEN, 1994).

Diferentemente, perda da heterozigocidade por erro de replicagdo no
cromossomo 3p € um evento precoce envolvido no desenvolvimento do
carcinoma epidermoide do esdfago, podendo ser util como indicador
prognostico deste tumor (OGASAWARA et al., 1996).

1.5 - NITROSAMINAS E CIRURGIA PARA REFLUXO

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

A dietilnitrosamina (DEN) induziu 18% de carcinoma epidermoéide de
esOfago em camundongos tratados por 22 semanas com a droga diluida na
agua de beber (CLAPP & CRAIG, 1967). Em outro estudo, em 6 meses de
tratamento com DEN diluido em agua de beber, houve indugdo de 202
tumores em 20 camundongos da cepa C57B1 (RUBIO, 1988). KRUEL
(1992) referiu desenvolvimento de carcinogénese esofagica em camundongos
mus musculus da cepa CF1, de forma abrupta, em torno de 150 dias, apds
administragdo oral de DEN.
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AZE et al. (1993) demonstraram, em ratos, que a administra¢do de

etanol tem um efeito de acréscimo no desenvolvimento de tumores esofagicos
induzidos por DEN, quando administrados durante a fase inicial da
carcinogénese.

Inje¢des subcutaneas de N-amil-n-metilnitrosamina (MNAN) por 8
semanas em ratos submetidos a cirurgia para produgdo de refluxo de
conteudo duodenal demonstraram o desenvolvimento de carcinoma
epidermoide de es6fago (SETO et al., 1991). Por via intraperitonial, a MNAN
desenvolveu carcinoma epiderméide de esofago em ratos em 40 a 65% por
periodos de 6 a 12 semanas (BULAY & MIRVISH, 1979).

Administragdo subcutdnea de 2,6-dimetilnitrosomorfoline (DMNM)
por 10 semanas em ratos submetidos a refluxo de secregdo pancreatica e
pancreato-biliar desenvolveu neoplasia de eséfago (metade adenocarcinoma e
metade carcinoma epiderméide) em 13 e 33% respectivamente (PERA et al.,
1993b). Ratos submetidos a esofagojejunostomia  desenvolveram

adenocarcinoma de es6fago quando associados a injegdo subcutdnea de
DMNM (PERA et al., 1989).

Neste estudo, optou-se por utilizar a dietilnitrosamina (DEN). Trata-se
de uma substancia quimica do grupo das nitrosaminas, de peso molecular
102,1, constituida de um radical nitroso ligado a quatro atomos de carbono e
dez de hidrogénio (C4 H10 N2 O). E um carcindgeno completo, produzindo
indu¢do e promogdo tumoral em varias espécies animais, com preferéncia
pelo sistema respiratorio, sistema digestivo alto, figado e rins. Sua ativagdo
ocorre por oxigenac¢do de um carbono alfa pela alfa hidroxilagdo, através de
um sistema enzimatico do figado, ndo totalmente esclarecido. Administrada
na agua de beber, na concentragdo de 0,04 ml/1.000 ml, durante trés dias,
tornou-se a dose preconizada em varios modelos experimentais. Tem ela a
finalidade de diminuir a mortalidade pela acdo hepatotoxica da DEN
(KRUEL, 1992).
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho s3o:

1) descrever as alteragdes da mucosa esofiagica em ratas Wistar
submetidas ou ndo a ingestdo de dietilnitrosamina;

2) descrever as alteragOes da mucosa esofagica em ratas Wistar com
refluxo de conteudo gastrico e gastroduodenal para o esofago, submetidas ou
ndo a ingestdo de dietilnitrosamina;

3) analisar a prevaléncia das lesdes malignas encontradas no eséfago
de ratas Wistar com refluxo gastro-esofagico e submetidas ou ndo a ingestio
de dietilnitrosamina;

4) analisar a prevaléncia das lesdes malignas encontradas no esofago
de ratas Wistar com refluxo gastroduodenal para o es6fago e submetidas ou
ndo a ingestdo de dietilnitrosamina.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS, AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO E
ALIMENTACAO

A amostra foi constituida inicialmente por 110 ratas da espécie Rattus
norvegicus, da cepa Wistar, fornecidas pelo Biotério do Instituto de
Biociéncias (IB) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Com 4 semanas de vida eram transferidas ao Biotério da Divisdo de Produgao
e Experimentagdo Animal (DPEA) da Fundagdo Estadual de Produgdo e
Pesquisa em Satde (FEPPS) para adaptagdo do ambiente e alimentagdo por
mais 4 semanas. Foram divididas em 22 gaiolas plasticas brancas de 414 X
344 X 168 mm, cada gaiola contendo 5 ratas, divididas em 6 grupos
conforme descrito mais adiante.

Todos os animais foram mantidos no biotério convencional, sob fluxo
continuo de ar. Foram alimentados desde o nascimento até 21 dias de vida
com aleitamento materno. Apos este periodo, com agua e ragdo ad libitum
para roedores PURINA ® (ANEXO A).

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

Cada gaiola plastica era mantida tampada por grade metalica e o fundo
forrado com serragem esterilizada previamente em autoclave. As gaiolas eram
higienizadas trés vezes por semana. As ratas permaneceram sempre na
mesma gaiola até o final do experimento (FIGURA 2).



FIGURA 2: Disposicdo das gaiolas no Biotério da DPEA da FEPPS
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3.2 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento consistiu na indugdo de esofagocarcinogénese,
utilizando-se uma combinagdo dos modelos de KRUEL (1992) e ATTWOOD
et al. (1992).

As 110 ratas foram distribuidas em 6 grupos assim constituidos:

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

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

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

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

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

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

O diagrama seqiiencial evolutivo do experimento estd demonstrado na
FIGURA 3.

O experimento em si iniciava quando as ratas atingiam a 8 semana de
vida (data da cirurgia - T8) e estendia-se até a 30° semana de vida (data do
sacrificio - T30).
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Grupo 1: Cardioplastia + agua
TO T8 T30

e L |

Grupo 2: Esofagoduodenostomia + dgua
TO T8 T30

I e |

Grupo 3: Somente agua
TO T30

Grupo 4: Cardioplastia + DEN
TO T8 TI10 T30

Grupo 5: Esofagoduodenostomia + DEN

TO T8 TI10 T30
oo R L ]

Grupo 6;: DEN

TO T10 T30
Lo e 1

TO: data do nascimento Onde:

T8: data da cirurgia T: tempo

T10: data de inicio do uso da DEN n: numero de semanas

T30: data do sacrificio

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

Os procedimentos cirurgicos foram realizados nos grupos 1, 2, 4 e 5,
quando as ratas atingiam a 8 semana de vida, com peso médio de 250
gramas, em modelo semelhante ao de ATTWOOD et al. (1992).

Ap0s um jejum de 8 a 12 horas, as ratas eram anestesiadas com uma
injecdo intraperitonial de tiopental na dose de 25 mg/kg. Apods tricotomia do
abdomen, as ratas eram colocadas em deciibito dorsal sobre um campo estéril
e uma assepsia preliminar era realizada com iodofor aquoso. Realizava-se,
entdo, uma incisdo na linha média abdominal, com retragdo do figado e
exposigdo do estobmago, duodeno e por¢io intra-abdominal do eséfago.

3.3.1 - MODELO DE REFLUXO GASTRO-ESOFAGICO
(CARDIOPLASTIA) (grupos 1 ¢ 4)

O esdfago terminal era reparado e realizava-se uma incisdo longitudinal
em todas as camadas da parede anterior da jungdo esofago-gastrica, com
cerca de 6 mm de extensdo, a qual era fechada transversalmente com sutura
continua, em plano tinico, com fio prolene 7-0 (ANEXO B), criando-se,
entdo, uma esofagogastroplastia semelhante a piloroplastia a Heinecke-
Mikulicz (FIGURA 4).

3.3.2 - MODELO DE REFLUXO GASTRODUODENO-
ESOFAGICO (ESOFAGODUODENOSTOMIA) (grupos 2 e
5):

ApoOs liberagdo do duodeno, realizava-se uma duodenotomia
longitudinal com 1 c¢cm de extensfo a 1 ¢cm do piloro; a seguir, fechava-se a
jungdo gastro-esofagica com sutura com fio prolene 6-0 (ANEXO B); apos,
abria-se o esofago terminal longitudinalmente 1 cm acima da ligadura anterior
e, entdo, realizava-se uma anastomose esOfago-duodenal latero-lateral, em
plano tmico, com fio prolene 7-0, continuo (FIGURA 5).
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SN

FIGURA 4: Modelo da cirurgia para refluxo gastro-esofagico (cardioplastia)
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FIGURA 5: Modelo da cirurgia para refluxo gastroduodeno-esofagico
(esofagoduodenostomia)
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Apos, realizava-se revisdo da hemostasia ¢ fechava-se a cavidade
abdominal com suturas continuas do periténio com prolene 6-0 ¢ da pele com
mononylon 5-0 (ANEXO B).

As ratas eram mantidas em jejum até 6 horas de pds-operatorio, agua
entre 6 e 24 horas e, apds, dieta normal.

3.4 - CARCINOGENO

A DEN diluida na agua de beber foi preparada no Servigo de Patologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A dilui¢do era realizada
sempre as segundas-feiras, na dose de 0,04 ml de DEN para cada litro de
agua (0,04 ml/l). Os frascos eram colocados a disposi¢do dos animais, como
unica opgdo de ingestdo hidrica, nas tercas-feiras, as 8 horas, ¢ retirados e
desprezados nas sextas-feiras, as 8 horas, sendo substituidos por frascos com
agua sem DEN durante 4 dias (sextas, sabados, domingos e segundas-feiras),
havendo 2 trocas de frascos de agua neste periodo. Essa alternincia foi
mantida durante todo o experimento (20 semanas).

A administragdo de carcinégeno quimico iniciou-se na 10" semana de
vida das ratas (2* semana de pds-operatorio).

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

Os animais dos grupos 4, 5 e 6 receberam DEN (N-nitrosodiethylamine
- C4 H10 N2 O) (ANEXO C) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) diluida
na agua de beber, durante 20 semanas (entre a 10 e a 30° semana de vida), 3
dias por semana, consecutivamente.

3.5 - SACRIFICIO

Com 30 semanas de vida as ratas foram sacrificadas com inalagdo de
éter etilico em campanula de vidro fechada.



22
3.6 - NECROPSIA

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

Uma incisdo mediana na pele era feita desde a regido sub-mentoniana
até a regido pubica, com ressec¢do do plastrdo esterno-costal e incisdo do
peritonio, no sentido cérvico-pubico, com exposi¢do ampla das cavidades
abdominal e toracica, bem como da regido cervical.

Nos grupos 1, 3, 4 e 6 (ratas submetidas a cardioplastia ou ndo
operadas), o estomago era identificado e tracionado suavemente no sentido
postero-anterior, com discreta tragdo do esdfago, o que permitia sua
dissecgdo no hiato esofagico, mediastino e regido cervical. Seccionava-se o
piloro, liberando-se o estdmago do bago e do pancreas e o es6fago era entdo
seccionado junto a faringe, com isso retirando-se, em bloco, o es6fago e o
estomago. Os conjuntos eram abertos longitudinalmente e estendidos sobre
papel filtro timido, onde eram fotografados.

Nos grupos 2 e 5 (ratas submetidas a esofagoduodenostomia), iniciava-
se a liberagcdo pelo duodeno, seccionando-o na 2° porgdo; a seguir, liberava-
se 0 estomago e o esdfago como anteriormente descrito; o esdfago, estdmago
e duodeno eram retirados em bloco. Os conjuntos eram abertos
longitudinalmente, de forma a demonstrar a anastomose esd6fago-duodenal e o
fechamento do cardia, e estendidos sobre papel filtro umido para serem
fotografados.

Apos a identificacdo fotografica, todos os espécimes eram envolvidos
por papel filtro, de forma a manté-los distendidos, e colocados um a um em
frascos com formalina tamponada a 10%, para posterior descrigdo
macroscopica.

A seguir, toda a cavidade peritonial, figado, intestino delgado e célon
eram inspecionados em busca de outras lesGes concomitantes ou metastases.
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3.7 - MACROSCOPIA

O ntmero, tamanho, posi¢do e caracteristica das lesdes foram
anotados, dividindo-se o es6fago em 3 pedagos de tamanhos iguais, sendo a
descrigdo macroscopica anotada conforme ANEXQO D.

O tipo de lesdo avaliada na macroscopia foi descrita da seguinte forma:

Lesdes no Terco ............ ;
..... lesGes, sendo: ..... planas ¢ lisas

..... elevadas e lisas
..... discretamente elevadas e rugosas
..... vegetantes
..... papiliferas
..... ulceradas
..... rugosidade em mucosa
..... OULTO: .ovoiiiiiecieeeeeee e,

3.8 - HISTOLOGIA

ApoOs descrigdo macroscopica, os eséfagos foram enrolados
circunferencial e longitudinalmente em forma de “rocambole” (FIGURA 6),
da extremidade cervical para a abdominal, e¢ incluidos em parafina para
processamento e obtencdo de cortes histologicos de forma a atingir todo o
perfil longitudinal da viscera (FIGURA 7 A e B). Os cortes histologicos, de
4 microémetros de espessura, cortados em micrétomo AOTEC com
navalhas descartaveis, foram corados por hematoxilina-eosina.
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FIGURA 6: Exemplo da disposi¢io dos esdfagos em forma de “rocambole”
para posterior inclusfo em parafina
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FIGURA 7: A (HE - 25 X) e B (HE 100 X) - Demonstragdo da forma de
inclusfo dos esdfagos, tipo “rocambole”, permitindo a visualizagdo de todo o
espécime no mesmo corte histologico, para analise microscopica
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3.9 - ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes histologicos foram todos examinados em microscopio Optico
comum por uma mesma patologista que desconhecia o tipo de tratamento
realizado no espécime em estudo.

As alteragoes histopatologicas, conforme descrigdes de ACKERMAN
(1978), RUBIO (1982, 1983, 1989), KRUEL (1992), CHANDRASOMA
(1993), ROBBINS & COTRAN (1994), DAWSEY et al. (1994¢), KRUEL
et al. (1996b), LEVER (1997), foram classificadas como:

1) Esofago normal: uma fileira de células basais localizadas entre a
borda do epitélio ¢ a submucosa, com nicleos ovais ou arredondados;
apresenta um estrato corneo que ocupa um terco ou até metade da espessura
epitelial; ndo se define a muscular da mucosa e sdo vistas algumas papilas
rudimentares; a lamina propria, se presente, geralmente contém poucas
células inflamatorias mononucleares esparsas.

2) Esofagite cronica: leve - projeg¢do de papilas epiteliais em até¢ um
ter¢o da espessura do epitélio e/ou infiltrado inflamatorio no tergo inferior da
espessura do epitélio; moderada - projegdo de papilas epiteliais em até dois
tercos da espessura do epitélio; acentuada - projecdo de papilas epiteliais em
mais de dois ter¢os da espessura do epitélio.

3) Hiperplasia epitelial: espessamento (leve, moderado ou intenso) do
epitélio devido a um aumento do numero de células, podendo ocorrer
alongamento das papilas da l1dmina propria.

4) Papilomatose: proliferagdo das papilas subepiteliais causando
ondulagdes irregulares da superficie epitelial.

5) Ulceragdo: defeito local ou escavag@o na superficie do 6rgdo a qual
¢ produzida pela perda de tecido necrético, com processo inflamatorio
(neutrofilos, linfocitos, plasmocitos e macrofagos).

6) Esofago de Barrett (metaplasia intestinal): situagfo na qual a porgéo
distal do esdfago esta recoberta por epitélio colunar (glandular), do tipo
intestinal.
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7) Displasia leve (de baixo grau): alteragdo das camadas celulares
basais atingindo até um ter¢o da espessura do epitélio, com nicleos
pleomorficos; ocorrem mitoses no tergo inferior do epitélio, fora da camada
basal.

8) Displasia moderada (de alto grau): atipia celular mais marcada, com
nucleo hipercromatico e polimorfico; ocorre crescimento irregular do epitélio
escamoso; maturagdo citoplasmatica em diregdo a superficie era ainda
evidente embora menos distinto que na displasia leve.

9) Displasia acentuada (de alto grau): as alteragdes displasicas atingem
toda a espessura do epitélio, que ¢ composto de células marcadamente
anormais; a polaridade nuclear estd perdida; a maturagdo citoplasmética
ocorre em grande parte da camada epitelial.

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

11) Carcinoma epidermoide: invasdo da submucosa por epitélio
escamoso neoplasico no qual identifica-se nicleo hipercromatico aumentado
de volume; evidente aumento da relagdo nucleo/citoplasma; citoplasma
queratinizado, nicleo com cromatina de granulagdo grosseira, mas de
distribui¢do irregular; as células malignas sdo encontradas abaixo da lamina
propria, com inquestionavel invasdo do estroma.

Depois de realizada a tabulagfo, os dados foram classificados em seis
estagios, em ordem crescente, sempre conforme a maior severidade do

diagnostico de cada pega em estudo:

- Estagio I: es6fago normal, esofagite cronica leve, hiperplasia epitelial
leve ou moderada;

- Estagio II: hiperplasia epitelial acentuada, esofagite cronica moderada
ou acentuada, papilomatose, ulceragdo;

- Estagio III: esofago de Barrett (metaplasia intestinal);

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

- Estagio VI: adenocarcinoma ou carcinoma epiderméide.

3.10 - ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica, utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5% (alfa = 0,05). Os dados
deste estudo sdo categoricos e este teste se presta para a comparagdo dos
diferentes estagios nos diferentes grupos.

Como existiu diferenga significativa entre os 6 grupos em relagdo aos
diferentes estagios, realizou-se um procedimento de comparagdes multiplas
adequado para localizar em qual(is) grupo(s) estavam as diferencas
encontradas. Para este teste de comparagdes multiplas utilizou-se um nivel de
significancia de 10% (alfa = 0,1) (devido ao numero de grupos). Este teste
compara um grupo com outro sem desprezar a existéncia 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 wvida), sendo 5 ap6s cardioplastia e 5 apods
esofagoduodenostomia. A causa das mortes foi a indugdo anestésica em 5
ratas, abscesso intra-abdominal multiplo em 1 rata, deiscéncia da sutura da
parede abdominal no 4° dia de pds-operatdrio em 1 rata, dilatagdo gastrica
sem causa definida em 1 rata, necrose da parede esofagica distal em 2 ratas.
As 100 ratas restantes sobreviveram até 30 semanas e¢ sdo o objeto deste
estudo.

As alteragdes microscopicas do esdfago das ratas estdo demonstradas
na TABELA 1. Nota-se que houve desenvolvimento de neoplasia esofagica
(estagio 6) somente nos grupos submetidos a refluxo de contetdo
gastroduodenal (grupos 2 e 5), sendo 3 ratas (16,7%) com adenocarcinoma
no grupo tratado com agua (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 epidermoide.

No grupo controle com agua (grupo 3), todos os esdfagos foram
constderados como histologicamente normais (estagio 1) (FIGURAS 8 e 9
(A e B)). No grupo controle com DEN (grupo 6), 50,0% dos esofagos
apresentaram-se como normais (estagio 1) do ponto de vista histologico, e
50,0% desenvolveram papilomas (estagio 2) (FIGURAS 10 e 11 (A e B)).

Em relagdo aos grupos submetidos a cardioplastia, com refluxo
gastrico, aquele tratado com dgua (grupo 1) apresentou-se em 77,8% como
histologicamente normal (estagio 1), 16,7% desenvolveram papilomas, €
5,5% desenvolveram ulceragdo (22,2% - estagio 2); no grupo tratado com
DEN (grupo 4), 52,9% foram considerados como normais (estagio 1), 35,3%
desenvolveram papilomas, 5,9% desenvolveram hiperplasia epitehial
acentuada, ¢ 5,9% desenvolveram esofagite cronica acentuada (47,1% -
estagio 2).
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TABELA 1 - Descricdo das alteragdes microscopicas do eséfago nos
diferentes grupos, por estagios

Estagiol  Estagio2  Estagio3  Estagio4  Estagio5  Estagio 6

Gr. Experimento n n
n.° inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE+H20 20 18 14 778 4 222  — - B

2 RGDE+H20 20 18 1 55 11 61,1 3 16,7 - - - e 3 16,7

3 H20 1010 10 100,0 = - e e

4 RGE+DEN 20 17 9 529 8 471 -~ -

5 RGDE+DEN 20 17 — 4 23,5 S - e - 13 76,5

6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0 —- - — - N
X2 = 60,59 p < 0,00001

Nos grupos submetidos a esofagoduodenostomia, com refluxo
gastroduodenal, houve o maior numero de alteragdes histologicas
diagnosticadas. No grupo tratado com dgua (grupo 2), somente 5,5%
apresentaram epitélio normal (estagio 1), enquanto 22,2% desenvolveram
esofagite cronica moderada ou acentuada com papilomas ou ulceragdo,
11,2% desenvolveram esofagite moderada com erosdes, 11,2% esofagite
acentuada com ulceragdo, 5,5% esofagite moderada com papiloma, 5,5%
esofagite moderada com hiperplasia epitelial acentuada e 5,5% papilomas
(61,1% - estagio 2), 16,7% desenvolveram esofago de Barrett (estagio 3)
(FIGURAS 12 e 13 (A e B)) e 16,7% desenvolveram adenocarcinoma
(estagio 6) (FIGURAS 14 e 15 (A e B)). Ndo houve desenvolvimento de
displasia de baixo ou alto grau (estagios 4 ou 5) em nenhum caso. Ja no grupo
tratado com DEN (grupo 5), em nenhum caso o epitélio esofagico foi
considerado como histologicamente normal (estdgio 1); ndo houve o
desenvolvimento de esdfago de Barrett (estagio 3) nem displasia de baixo ou
alto grau (estagios 4 ou 5) em nenhum caso; 5,9% apresentaram esofagite
moderada com ulceragdo e hiperplasia epitelial acentuada, 5,9%
desenvolveram esofagite moderada com ulcera esofagica, 5,9% hiperplasia
epitelial acentuada com tlcera e 5,9% desenvolveram esofagite moderada
(23,5 % - estagio 2); 76,5% desenvolveram carcinoma de esofago (estagio 6),
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sendo 5,9% adenocarcinoma e 70,6% carcinoma epidermoide (FIGURAS 16
e 17 (A e B)).

Em nenhum grupo foi feito o diagnostico histologico de displasia de
baixo ou alto grau no epitélio esofagico (estagios 4 ou 5). Ndo foram
encontradas metastases nas ratas que desenvolveram adenocarcinoma (4
ratas) ou carcinoma epidermdide (12 ratas). Nenhum carcinoma foi
encontrado no estomago, intestino delgado ou nos colons.

FIGURA 8: Es6fago com mucosa normal - Estdgio 1 - macroscopia - Rata
70 - Grupo 4
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FIGURA 9: Esofago com mucosa normal - Estagio 1 - microscopia - Rata 70
- Grupo 4 - A (HE - 25 X) e B (HE - 100 X): presenga de epitélio escamoso
estratificado, com auséncia de infiltrado inflamatério
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FIGURA 11: Esofago com papiloma - Estagio 2 - microscopia - Rata 66 -
Grupo 4 - A (HE - 25 X) e B (HE - 100 X): lesdo epitelial escamosa
exofitica, benigna, sem carater invasivo; destacam-se a hiperplasia epitelial e
hiperceratose
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FIGURA 12: Es6fago de Barrett - Estagio 3 - macroscopia - Rata 32 - Grupo
2
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FIGURA 13: Esofago de Barrett - Estagio 3 - microscopia - Rata 32 - Grupo
2 - A (HE - 25 X): da esquerda para a direita: ulceragdo epitelial, epitélio
glandular tipo intestinal, pequeno segmento de epitélio escamoso e
novamente epitélio glandular do tipo intestinal, B (HE - 100 X): ressalta-se o
epitélio glandular tipo intestinal com a interposicdo de epitélio escamoso
entre ele
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FIGURA 14: Esofago com adenocarcinoma - Estagio 6 - macroscopia - Rata
34 - Grupo 2



FIGURA 15: Esofago com adenocarcinoma - Estagio 6 - microscopia - Rata
34 - Grupo 2 - A (HE - 25 X): neoplasia de padriao glandular e carater
infiltrativo, com focos de supuragdo; B (HE - 100 X): nota-se pequena area
de epitélio escamoso abaixo da qual identifica-se lesdo glandular, invasiva
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FIGURA 17 : Esofago com carcinoma epidermoide - Estagio 6 - microscopia - 85 - Grupo 5
- A (HE - 25 X): pequena area, a esquerda, de epitélio escamoso; adjacente a ela, extenso
segmento desprovido de epitélio preservado, onde identificam-se numerosas pequenas ithotas de
epitélio escamoso neoplasico que compromete mucosa e submucosa, estendendo-se até a camada
muscular, porém sem invadi-la; B (HE - 100 X): nota-se o segmento de epitélio preservado e as
formagdes de epitélio neoplasico, percebendo-se a formacdo de queratina em cada uma delas;
ressalta-se o infiltrado inflamatorio adjacente a lesdio, bem como a hemorragia
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Foi realizada analise estatistica, comparando-se os 6 grupos entre si,
com 0s seguintes resultados:

TABELA 2 - Comparagéo entre os grupos 1 e 2 (diferenca significativa)

Estagiol  Estagio2  Estagio3  Estagio4  Estigio5  Estagio 6

Gr. Experimento  n n
n.° inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE+H20 20 18 14 778 4 222  — - e

2 RGDE+H20 20 18 1 55 11 6L1 3 16,7 - - 3 16,7

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

TABELA 3 - Comparagao entre os grupos 1 e 3 (diferenga ndo significativa)

Estagiol  Estagio2  Estagio3  Estagio4  Estdgio5  Estagio 6
Gr. Experimento n n
n.° inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE+H2O 20 18 14 778 4 222 - - - - -

3 H20 1010 10 100,0 - = -~ e

Valor critico = 31,12 Alfa=0,1
Diferenca entre os grupos = 9,00 (ndo significativa)

TABELA 4 - Comparagao entre os grupos 1 e 4 (diferenca néo significativa)

Estagiol  Estagio2  Estigio3  Estigio4  Estagio5  Estagio6
Gr. Experimento  n n
n.° inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE+I2O 20 18 14 778 4 222  — — e

4 RGE+DEN 20 17 9 529 8 471 — e I — . -

Valor critico = 26,69 Alfa=0,1
Diferenga entre os grupos = 10,06 (ndo significativa)
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TABELA 5 - Comparagdo entre os grupos 1 e 5 (diferenca significativa)

Estagiol  Estagio2  Estagio3  Estagio4  Estagio5  Estagio 6
Gr. Experimento n n
n° inicial final n % n % n % n % n % n %

1 RGE+H20 20 18 14 778 4 222 — — - - .

5 RGDE+DEN 20 17 - e 4 235 - - - - - 13 76,5

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

TABELA 6 - Comparagao entre os grupos 1 e 6 (diferenca ndo significativa)

Estagiol  Estagio2  Estagio3  Estigio4  Estagio5  Estagio 6
Gr. Experimento n n
n.° inicial f{inal n % n % n % n % n % n %

1 RGE+I20 20 18 14 778 4 222  — - R -

6 DEN 20 20 10 500 10 500 - S — S —

Valor critico = 25,64 Alfa=0,1
Diferenga entre os grupos = 11,25 (ndo significativa)

TABELA 7 - Comparagdo entre os grupos 2 e 3 (diferenga significativa)

Estagio 1  Estagio2  Estigio3  Estagio4  Estagio5  Estagio6

Gr. Experimento n n

n.° inicial final n % n % n % n % n % n %
2 RGDE+H20 20 18 1 35 11 61,1 3 16,7 — - e 3 16,7
3 H20 10 10 10 100,0 -~ - S J - - - -
Valor critico = 31,12 Alfa=0,1

Diferenga entre os grupos = 46,58 (significativa)
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TABELA 8 - Comparagao entre os grupos 2 ¢ 4 (diferenga significativa)

Estagio1  Estigio2  Estagio3  Estagio4  Estagio5  Estagio 6

Gr. Experimento  n n
n.° inicial final n % n % n % n % n % n %
2 RGDE+H20 20 18 1 55 11 61,1 3 16,7 - - 3 16,7

4 RGE+DEN 20 17 9 52,9 8 471 @ - - S - L

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

TABELA 9 - Comparagdo entre os grupos 2 e 5 (diferenca nio significativa)

Estagiol  Estiagio2  Estagio3  Estigio4  Estigio5  Estagio 6

Gr. Experimento  n n

n.° inicial final n % n % n % n % n % n %
2 RGDE+H20 20 18 1 55 11 611 3 16,7 - - - e 3 16,7
5 RGDE+DEN 20 17 —- - 4 235 - — - - - 13 765
Valor critico = 26,69 Alfa=0,1

Diferenga entre os grupos = 16,39 (ndo significativa)

TABELA 10 - Comparagio entre os grupos 2 e 6 (diferenga significativa)

Estagiol  Estigio2  Estagio3  Estagio4  Estagio5  Estagio6

Gr. Experimento  n n

n.° inicial final n % n % n % n % n % n %

2 RGDE+H20 20 18 1 55 11 61,1 3 16,7 - - - e 3 16,7
6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0 S — - e S e
Valor critico = 25,64 Alfa=0,1

Diferenga entre os grupos = 26,33 (significativa)



TABELA 11 - Comparagdo entre os grupos 3 e
significativa)
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4 (diferenga nao

Estagiol  Estagio2  Estagio3  Estagio4

Estagio5  Estagio 6

Gr. Experimento  n n
n.° inicial final n % n % n % n % n % n %
3 H20 10 10 10 100,0 -~ - — — - e - e

4 RGE+DEN 20 17 9 529 8 47,1 e -

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

TABELA 12 - Comparagio entre os grupos 3 e 5 (diferenga significativa)

Estagio 1  Estdgio2  Estagio3  Estagio4

Estagio 5  Estagio 6

Gr. Experimento  n n

n.° inicial final n % n % n % n % n % n %
3 H20 10 10 10 100,0 e - - — e - e —_
5 RGDE+DEN 20 17 - 4 235 B - — 13 76,5
Valor critico = 31,45 Alfa=0,1

Diferenga entre os grupos = 62,97 (significativa)

TABELA 13 - Comparagdo entre os grupos 3 e
significativa)

6 (diferenga ndo

Estagio 1 Estagio2  Estagio3  Estagio4

Estagio 5  Estagio 6

Gr. Experimento 1 n

n° inicial final n % n % n % n % n % n %
3 H0 1010 10 100,0  — - S S e e
6 DEN 20 20 10 50,0 10 500 - — S [ - -
Valor critico = 30,58 Alfa=0,1

Diferenga entre os grupos = 20,25 (nfo significativa)
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TABELA 14 - Comparagdo entre os grupos 4 e 5 (diferenga significativa)

Estagio1  FEstagio2  FEstagio3  Estagio4  Estagio5  Estagio 6
Gr. Experimento 1 n
n° inicial final n % n % n % n % n % n %

4 RGE+DEN 20 17 9 529 8 471 = — - — e

5 RGDE+DEN 20 17 — e 4 235 - - — 13 76,5

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

TABELA 15 - Comparagdo entre os grupos 4 e 6 (diferenga ndo
significativa)

Estagio 1 Estagio2  Estagio3  Fstagio4  Estagio5  Estagio 6
Gr. Expenimento n n
n.’° inicial final n % n % n % n % n % n %

4 RGE+DEN 20 17 9 529 8 471 - e - - - -

6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0  — o = -

Valor critico = 26,03 Alfa=0,1
Diferenga entre os grupos = 1,19 (ndo significativa)

TABELA 16 - Comparagdo entre os grupos 5 e 6 (diferenca significativa)

Estagio1  FEstagio2  FEstdgio3  Estagio4  Estagio5  Estagio6

Gr. Experimento 1 n

n.° inicial final n % n % n % n % n % n %
5 RGDE+DEN 20 17 - e 4 235 - e - - e 13 76,6
6 DEN 20 20 10 50,0 10 50,0 - e IO - e
Valor critico = 26,03 Alfa=0,1

Diferenga entre os grupos = 42,72 (significativa)
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5 - DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi descrever as alteragdes da mucosa
esofagica, bem como a prevaléncia de lesdes malignas em ratas Wistar
submetidas a refluxo gastro-esofagico e gastroduodeno-esofagico, através de
um modelo experimental de carcinogénese quimica, usando a DEN como
indutor.

Em pesquisas de alteragdes pré-neoplasicas ou neoplasicas em
esofagos humanos, a rotulagdo de algumas modifica¢bes patologicas como
pré-cancerosas ¢ devida a freqii€ncia com que elas acompanham o cancer
nesse Orgdo. Esse critério, porém, ndo ¢ confiavel o suficiente para prover a
natureza pré-cancerosa dessas lesdes. Ja em estudos experimentais, ha a
oportunidade de se realizar um estudo sistematico da morfologia do cancer de
esofago, bem como realizar-se o seguimento morfodindmico do processo
patologico, estagio por estagio (KRUEL, 1992).

Neste estudo foram utilizadas ratas Wistar em razio do seu baixo custo
operacional e adaptabilidade as condi¢des de trabalho, sendo que no estudo-
piloto obtiveram-se bons resultados com esta espécie.

Outros estudos experimentais utilizaram o camundongo mus musculus
da cepa CF1 (KRUEL, 1992), camundongos C57B1 (RUBIO, 1982), ratos
Sprague-Dawley (PERA et al., 1989), ratos F344 (STINSON, 1979), ratos
bafalo (REUBER, 1977), ratos albinos (NAPALKOV & POZHARISSKI,
1969), com incidéncias variaveis de carcinoma esofagico.

Outras espécies de animais, tais como o coelho (IIZUKA et al., 1977,
LILLIEMOE et al., 1983), galinaceos (YANG, 1980), cdes da raga Beagle
(SASAJIMA et al., 1977), foram utilizados em outros estudos. Porém, o
custo operacional ¢ do alojamento, bem como o longo tempo para
carcinogénese esofagica limitam o seu uso.

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

A concentrag¢do do carcindgeno na agua de beber é a preconizada em
outros modelos experimentais (RUBIO, 1982, 1983, 1987; KRUEL, 1992),
com a finalidade de diminuir a mortalidade causada pela a¢do hepatotoxica da
DEN. A ingestdo da droga dissolvida na agua de beber, ao invés da intubago
gastrica (BARCH et al., 1986), injecdo intraperitonial (LEVISON et al.,
1979, ATTWOOQOD et al., 1992), ou inje¢do subcutdnea (STINSON et al.,
1978), deveu-se a simplicidade do método, exigindo minima manipulagio das
ratas e comprovada eficiéncia (RUBIO, 1982, 1983; MANDARD et al.,
1984; KRUEL, 1992).

Em nosso estudo, a taxa média de mortalidade apds cirurgia
(cardioplastia X esofagoduodenostomia) ndo diferiu entre os grupos, ao
contrario do estudo de ATTWOOD et al. (1992), que observaram uma maior
mortalidade naqueles animais cujo esofago foi exposto ao suco duodenal,
devido a um aumento na intensidade de inflamagfo e destruigdo tecidual.

A andlise anatomopatolégica foi realizada por uma patologista que
desconhecia o tipo de tratamento empregado no espécime em analise, 0 que
tornou o estudo “cego” em relagdo a este item.

A avaliagdo histoldgica dos esofagos sugeriu evidéncia da evolugdo do
esofago de Barrett (estagio 3) como precursor para adenocarcinoma (estagio
6) naquele grupo submetido a RGDE e tratado somente com Aagua,
corroborando os achados de PERA et al. (1993¢); porém, ndo se observou
esofago de Barrett no grupo submetido a RGDE que desenvolveu carcinoma
epidermoide (estagio 6), o que implica o conteiido gastroduodenal como
carcindgeno e a DEN como co-carcindgeno.

Comparando-se os grupos ndo submetidos a procedimento cirtirgico (3
x 6 - tabela 13) nota-se que a DEN isolada ndo demonstrou capacidade para
produzir alteragdes na mucosa esofagica estatisticamente significativas em
relagdo a agua, mesmo tendo sido utilizada por um periodo de 140 dias (20
semanas). Observou-se que 50% das ratas submetidas ao tratamento isolado
com DEN (grupo 6) desenvolveram papilomas (estagio 2) na mucosa
esofagica e 50% ndo mostraram alteracdes histopatologicas (estagio 1). No
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estudo de KRUEL (1992), com camundongos, encontrou-se carcinogénese

“abrupta” em torno de 150 dias apos administragdo 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 ndo se mostraram
estatisticamente diferentes aos grupos tratados com agua ou DEN isolada. Ou
seja, neste estudo, o refluxo de conteudo gastrico para o esdfago,
independente da associagdo ou ndo com DEN, ndo demonstrou potencial pré-
carcinogénico ou carcinogénico, pois nio ultrapassou o estagio 2 em nenhum
dos dois grupos submetidos a cardioplastia (grupos 1 e 4). No modelo de
ATTWOOD et al. (1992), o RGE isolado também ndo apresentou alteragdes
significativas; porém, quando associado a outro tipo de nitrosamina (DMNM)
via intraperitonial, 30% dos ratos desenvolveram papilomatose difusa ¢ 20%,
carcinoma epidermoide.

Confrontando-se os grupos 2 x 3 (tabela 7) observou-se que o RGDE
isolado foi um potente carcindogeno em relagdo ao grupo controle tratado com
agua, em associagdo com DEN (grupos 3 x 5 - tabela 12) o RGDE
demonstrou importante potencial carcinogénico quando comparado a ratas
tratadas somente com agua. 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 a mucosa esofagica que a DEN isolada.
Ou seja, o RGDE por si s6 € que fez a diferenca.

Comparando-se os grupos 1 x 2 (tabela 2) notou-se que o RGDE
isolado foi significativamente mais prejudicial a mucosa esofagica que o RGE
isolado. O RDGE isolado demonstrou potencial pré-carcinogénico e
carcinogénico, lesando a mucosa esofagica, evoluindo para a metaplasia
intestinal de Barrett (estagio 3 - 16,7%) e formagdo de adenocarcinoma de
esOfago (estagio 6 - 16,7%), enquanto somente 5,5% permaneceram com
epitélio normal; jA o RGE isolado produziu papilomatose ou ulceragdo
(estagio 2) em somente 22,2 % das ratas, e os restantes 77,8% mantiveram-se
com mucosa normal (estagio 1). PERA et al. (1993a e 1993¢) demonstraram
uma relagdo entre o esOfago de Barrett e o desenvolvimento do
adenocarcinoma de es6fago sobre a metaplasia colunar, devido a progressdo
da mucosa de metaplasia tipo intestinal para displasia, carcinoma “in situ”, e
adenocarcinoma invasivo. Comparando-se os grupos 4 x 5 (tabela 14) as
observagdes acima se reafirmam, jA que o RGE associado a DEN ndo
ultrapassou o estagio 2, enquanto o RGDE associado a DEN alcangou 76,5%
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no estagio 6, sendo 70,6% carcinoma epidermoide ¢ 5,9% adenocarcinoma

de esdfago. KAUER et al. (1995) também encontraram lesdes mais severas
na mucosa esofagica em pacientes com RGDE quando comparados aqueles
com RGE. Quando se compararam os grupos 2 x 4 (tabela 8) observou-se
que o RGDE isolado foi, por si so, significativamente mais carcinogénico
esofagico 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
carcinogénico que o RGE isolado. Estes resultados demonstraram claramente
que o fator desencadeante da carcinogénese esofagica foi o0 RGDE; a DEN
funcionou somente como um fator potencializador do RGDE.

Fmalmente, quando compararam-se os grupos 2 x 5 (tabela 9), notou-
se que o RGDE isolado ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado a0 RGDE associado a DEN; no entanto, observou-se que o
RGDE foi potencializado pela DEN, pois evoluiu em 76,5% ao estagio 6 no
grupo 5, enquanto “somente” 16,7% atingiram este estagio no grupo 2. Isto
evidenciou, novamente, que a DEN serviu somente como um potencializador
do poder carcinogénico do RGDE.

Este estudo demonstrou uma clara diferenga na carcinogénese entre os
grupos de ratas submetidas a RGDE em relagdo aos demais grupos. Nas ratas
com RGDE e tratadas somente com agua, 16,7% desenvolveram
adenocarcinoma de esOfago; ja nas ratas com RGDE e tratadas com DEN,
76,5% desenvolveram carcinoma esofagico, sendo 70,6% carcinoma
epiderméide e 5,9% adenocarcinoma. Estas observagdes ndo ocorreram em
ratas sem procedimento cirirgico, tratadas com agua ou DEN, tampouco em
ratas submetidas a RGE associado a agua ou DEN. Estas observagoes
implicam o suco gastroduodenal como um importante carcindgeno para o
desenvolvimento de tumores epiteliais no esofago (adenocarcinoma ou
carcinoma epidermoide).

Os resultados deste estudo experimental complementam os achados
por ATTWOOD et al. (1992), que encontraram adenocarcinoma em esofago
de ratos com RGDE e tratadas com nitrosaminas, bem com o estudo de
SETO et al. (1991), que indicou que o refluxo de conteido duodenal
contribuiria  vigorosamente para o desenvolvimento do carcinoma
epiderméide de esdfago. Também corrobora trabalhos de LAMBERT (1962),
KIVILAAKSO et al. (1980), e LILLIEMOE et al. (1983), que encontraram
uma grande destruigdo da mucosa esofigica em ratos expostos ao suco
duodenal em relagdo ao suco gastrico.
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Nossa hipotese para tais achados ¢ de que a presenca de sais biliares,
suco pancreatico ou algum outro constituinte do suco duodenal refluido para
o esOfago acelere a produgdo do carcinoma esofagico, alterando a
diferenciagdo da mucosa para produzir ou adenocarcinoma (RGDE puro) ou
carcinoma epidermoéide (RGDE associado a DEN).
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6 - CONCLUSOES

1) O refluxo de contetido gastroduodeno-esofagico ¢ significativamente
mais deletério para a mucosa esofagica do que o refluxo gastro-esofagico.

2) Neste estudo, o refluxo gastro-esofagico ndo demonstrou potencial
carcinogénico em relagdo ao esodfago.

3) O refluxo gastroduodeno-esofagico isolado atua como um
carcindgeno esofagico, produzindo metaplasia intestinal (es6fago de Barrett)
e adenocarcinoma do es6fago.

4) A oncogénese esofagica causada pelo refluxo gastroduodeno-
esofagico é potencializado pela diethylnitrosamina, induzindo carcinomas
epiteliais no esdfago, sendo o carcinoma epidermoide a grande maioria
(70,6%) e adenocarcinoma em menor nimero (5,9%).

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

1) Estudar o conteudo de suco gastroduodenal refluido para o esdfago,
na tentativa de encontrar qual(is) composto(s) pode(m) estar induzindo a
oncogénese esofagica.

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

3) Estudar os efeitos do refluxo gastroduodeno-esofagico sob o ponto
de vista experimental, clinico e epidemiologico.



ANEXO A: Purina ® - Animais de laboratorio - Descrigdo do Manual

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

Alimento utilizado: Labina

Alimentacdo para fémeas em crescimento: 12-15g/dia de ragao
Consumo de agua: “Ad libitum”

Inicio de uso da ragdo: pode ser utilizada a partir de 12 dias de vida

Labina: Formula constante, especifica para camundongos, ratos e hamsters

53



54
ANEXO B: Descrigdo dos fios utilizados para os procedimentos cirtirgicos

Fio Prolene 7-0

M8702

2 shine - 1,0 cm - BV-1 Master
Cardiovascular

Polipropileno azul
Monofilamento

N.Abs.

60 cm

ETHICON ®

Fio Prolene 6-0

M8706

2 shine - 1,3 cm - C-1 Master
Cardiovascular

Polipropileno azul
Monofilamento

N.Abs.

75 cm

ETHICON ®

Fio Mononylon 5-0
15501

Ethipoint - 2,5 cm - CP-25
Cuticular

Nylon Preto/Negro
Monofilamento

N.Abs.

45 cm

ETHICON




ANEXO C: Descrigado do carcindégeno (DEN)

N-nitrosodiethylamine (DEN)

Sigma Chemical Co.
N-0756

Lot 31H0401

10 ml

St. Louis

MO 63178

US.A.
314-771-5750
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ANEXO D: Descrigdo macroscopica dos espécimes esofagicos

Andlise Macroscépica dos Segmentos Esofagicos

Raton® ... G... Cx. ... R... Fotos (S)im (N)do
Comprimento do esofago: .... cm

a) Lesdes no Tergo Proximal:
..... lesGes, sendo: ..... planas e lisas

..... elevadas e lisas

..... discretamente elevadas e rugosas

..... vegetantes

..... papiliferas

..... ulceradas

ODSEIVAGOES. ... .oeiiiiiit ettt ettt ettt

b) Lestes no Ter¢o Médio:
..... lesoes, sendo: ..... planas e lisas
..... elevadas e lisas
..... discretamente elevadas e rugosas
..... vegetantes
..... papiliferas
..... ulceradas

OBSEIVAGOES. ... oottt

¢) Lesdes no Tergo Distal:
..... lesGes, sendo: ..... planas e lisas
..... elevadas e lisas
..... discretamente elevadas e rugosas
..... vegetantes
..... papiliferas
..... ulceradas
..... rugosidade em mucosa
..... 1011 13 (o o P PP PPN
a maior delas medindo: ..... X ... X... mm
ODSEIVAGOES. .....o.vivieeeeeiete ettt ettt

Outras observagdes pertinentes em relagdo 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
mduction 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): only 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 1n 47.1%. GDER alone induced severe esophagitis, papilomatosis
or ulcer in 61.1% of rats, Barrett’s esophagus in 16.7%, and esophagus
adenocarcmoma 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 of 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 harmful 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, mnducing Barrett’s
esophagus and esophagus adenocarcinoma; 4) the potential carcinogenesis of
GDER is potentialized by DEN, inducing squamous cell carcinoma of
esophagus; 5) in this study, DEN alone did not induce tumors in rat’s
esophagus.
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