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Esta pesquisa refere-se ao estudo da histogénese do carcinoma espiderméide do
esofago. Para tal foi utilizado como modelo experimental o rato WISTAR ingerindo o
carcindgeno dietilnitrosamina (DEN) na dose de 10mg/kg de peso. Os animais foram
divididos em gaiolas contendo cinco cada uma, separados pelo sexo. Objetivando
reconhecer alteracdes morfologicas distintas nas lesdes, foi estabelecide um cronograma de
sacrificios de acordo com o tempo de exposi¢io a droga, a saber: TO - grupo controle (dez
animais), s6 ingeriram agua durante todo o tempo do experimento; T90 - (dez animais);
T120 - (vinte animais); T150 - (cinco animais); T200 - (Vinte animais), que ingeriram

DEN, e foram sacrificados nesses tempos determinados.

O estudo macroscopico e coloragdo com lugol foram realizados a fresco, sendo
que a classificagdo macroscopica seguiu a Escola Japonesa. Foram diagnosticados, nos
trinta animais sobreviventes dos grupos T120, T150 e T200, 183 carcinomas esofagicos,
com média de 6.1% focos de carcinoma por esdfago examinado. As lesOes macroscopicas
diagnosticadas foram: tipo Ip - onze carcinomas (6,01%), tipo Ipl - oito carcinomas
(4,37%), tipo II a 33 carcinomas (18,05%), tipo IL b - 102 carcinomas (55,73%), tipo II ¢
cinco carcinomas (2,73%), tipo misto - nove carcinomas (4,92%), BORRMANN I - trés
carcinomas (1,64%), BORRMANN II - cinco carcinomas {2,73%) ¢ BORRMANN IIT -

sete carcinomas (3,82%).

A classificagio microscopica desses 183 carcinomas também seguiu os
pardmetros da Escola Japonesa. Foram diagnosticados 119 carcinomas /i sifu, restritos ao
epitélio (65,02%) e 24 carcinomas microinvasivos 0s quais invadiam a mucosa (13,11%).
Desses, sete eram mml (3,82%), 15 mm2 (8,19%) e dois mm3 (1,09%). Os carcinomas
submucosos apresentavam niveis de invasdo diferentes da submucosa. Foram
diagnosticados 25 carcinomas submucosos (13,66%), destes 12 eram smi (16,55%); dez

sm2 (5,46%) e trés sm3 (1,63%). Ocorreram 15 carcinomas invasivos (8,19%).

O teste estatistico do Qui-Quadrado mostrou uma diferenca significativa
(p<0,05) entre os niveis de invasdo dos carcinomas dos grupos T120 e T150 versus T200,

sendo que o grupo T200 apresentou maior numero de lesdes invasivas.

Rexumo i



Foi observado que as lesdes elevadas tipo Ip e Ipl, apresentaram niveis de
invasdo predominantemente de submucosa em 61,11% dos casos, (11/18). Por outro lado
as lesdes superficiais tipo Il a apresentaram niveis de invas#o restritos predominantemente
a mucosa em 70,8% dos casos (17/24) e as lesdes superficiais tipo 1I b foram todas restritas

ao epitélio representando 85,7% (102/119) dos carcinomas /n situ

Os resultados desse estudo Estdio em concordédncia com a literatura no sentido
de ‘que as lesdes elevadas tendem a serem mais invasivas, enquanto que as lesdes planas

tipo I1 b e I1 a sdo restritas predominantemente ao epitélio € a mucosa respectivamente.

Um dos objetivos desse estudo foi obter as possiveis diferenciagdes histologicas
entre displasias e carcinoma /r sifu (neoplasia intra-epitelial). A analise histolégica nio
mostrou nenhum caso de displasia, sendo que as alteragdes de maturagdo celular nas
neoplasias epiteliais foram semelhantes aos carcinomas microinvasivos, submucosos e

invasivos, portanto foram classificadas como carcinoma /» situ.

E importante considerar que talvez ocorra a presenca de um gendtipo tumoral ja
no inicio da multiplicagido celular que atinge uma expressdo fenotipica de carcinoma

podendo entdo ser diretamente reconhecida.

A principal dificuldade na terminologia consiste em usar duas expressdes
(displasia e carcinoma /n situ), para designar 0 mesmo processo bioldgico. O problema
mais significativo decorrente disso € que dependendo da terminologia usada, pode-se
determinar condutas terapéuticas distintas para uma mesma doenga, com prejuizos obvios

para O paciente.
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1.1. CANCER DO ESQOFAGO

O céncer do esdfago ¢ considerado a quarta neoplasia que mais freqiientemente

acomete o aparelho digestivo do homem.

Existe uma caracteristica epidemiologica marcante dessa doenga que € a de
apresentar zonas endémicas, com alto indice de incidéncia e mortalidade. Tem uma
incidéncia prevalente nas regides banhadas pelo mar Caspio, nordeste do Ir4, planicies do

Turquistdo, norte do Afeganistio ¢ norte da China (GHADIRIAN, THOUEZ, SINARD,
1988).

Encontram-se, também, zonas de alta ocorréncia na Africa do Sul, na India
(Bombaim), no norte da Franga e na América do Sul, em sua posicdo setentrional

(GHADIRIAN et al., 1988).

No norte da China, nas provincias de Henan, Hebei e Shanxi, a incidéncia da
doenca € tdo elevada que chega a 170 casos por 100.000 habitantes, por ano, com
mortalidade anual de 53,96 / 100.000 habitantes (GHADIRIAN et al, 1988; KRUEL,
1992).

No Brasil, o Rio Grande do Sul € considerado uma zona de média ocorréncia,

com 27 casos / 100.000 habitantes, por ano, em varias micro-regides (PROLLA, 1992).

1.2. FATORES ETIOLOGICOS ENVOLVIDOS NO CANCER ESOFAGICO

A populagio composta por homens idosos (acima de 60 anos), usudrios
cronicos de tabaco e alcool, possuem maior risco de desenvolver o carcinoma epidermoide

de esofago.

Os fumantes tém um risco cinco vezes maior de desenvolver a doenga, sendo

que este aumenta ainda mais com o uso combinado de alcool, principalmente bebidas

destiladas (BLOT, 1994).
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No sul da Europa ¢ Estados Unidos, o fumo e o alcool também sdo os
principais fatores epidemiologicos envolvidos, com uma prevaléncia de quatro homens

para uma mulher (STEMMERMANN et al., 1994).

Além destes fatores, concluiu-se também que, nos paises de alta incidéncia de
cancer esofagico (China , Ird e India-Bombaim), foi constatado que a dieta ingerida
habitualmente é pobre em betacaroteno, vitamina C e vitamina E (THURNHAM et al.,

1988; BLOT et al., 1993).

Estudos epidemiologicos, realizados no Itd, demonstraram que, 80% dos casos,
nessa regifio, estavam relacionados ao habito alimentar e ao estilo de vida dessa populagio

(MAHBOUBI & ARANESH, 1980).

Analises de caso-controle, comparando pacientes portadores deste carcinoma €
controles normais, demonstraram que a ingestdo de bebidas a temperatura elevada,
tabagismo, etilismo, baixo consumo de agua, vegetais verdes e frutas citricas s@o riscos
associados ao carcinoma de es6fago (De JONG et al., 1974; LI et al,, 1989; WANG et al.,
1992 ¢ CHENG et al., 1992).

Em 1994, CHENG demonstrou, em estudos de intervengio na populagéo do
norte da China (Huixian), usando substincias consideradas “protetoras” (retinol,
riboflavina, zinco e vitaminas C e E), que estes micronutrientes, acrescentados & dieta da
populag¢do, resultavam em efeito protetor ao carcinoma esofagico. Esse autor considerou
trés fatores importantes na facilitagdo da carcinogénese esofagica: {a) contato mtimo entre
o carcinogeno ¢ o epitélio; (b) mecanismo de transporte do carcinogeno da superticie para a

camada basal; ( ¢) aumento do urn-over celular devido a irritag@o do carginégeno.

A dieta deficiente tanto em vitaminas E como de agentes antioxidantes,
combinados com a ingestio de carcindgenos, usados na conservagdo dos alimentos
(compostos N - nitrosos), sdo os principais fatores epidemiologicos, na ocorréncia do

carcinoma esofagico na Asia Central ¢ China. Os dois sexos sdo expostos a esses fatores de
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risco, ¢ que justifica uma incidéncia semelhante (1:1) do céncer esofigico em homens e

mulheres, nessas regides (STEMMERMANN et al., 1994).

O papiloma virus humano (HPV) vem sendo implicado na etiopatogenia do
carcinoma de células escamosas, especialmente no trato urogenital, sabe-se que esse virus

tem afinidade pelo epitélio epidermoide (TOH et al, 1992).

A infecg¢iio pelo HPV no epitélio esofagico foi demonstrada pela primeira vez
por SYRJANEN em 1982. Esse autor pesquisou 0 HPV no epitélio adjacente e tumoral do

eséfago, encontrando 40% de lesdes condilomatosas.

A presenga do HPV no esdfago foi confirmado pela detectagdo do antigeno
HPV e DNA do HPV em lesdes esofagicas benignas e malignas (GOLDSMITH, 1984;
LESEC et al, 1985; WINKLER et al, 1985; DE BORGES et al, 1986, HILLE et al, 1986).

Em estudos realizados usando diferentes técnicas diagnosticas para 4 detectagdo
do HPV (microscopia ética e eletrénica, hibridizagio do DNA In sifu e reacio de
polimerase em cadeia - PCR), as alteragoes histologicas mostraram-se positivas em 49%

das biopsias estudadas € 0 DNA do HPV foi detectado em 43,1% delas.

A positividade do HPV é maior nas areas de hiperplasias ¢ displasias do que
nas lesdes francamente tumorais. Os tipo de HPV mais frequentemente enconirados foram

o 16 e 18 (CHANG, et al, 1990 ¢ 1992).

Em 1993 CHANG et al, identificaram o DNA do HPV em 12,3% dos

linfonodos metastaticos dos carcinomas de es6fago operados.

O provavel mecanismo de agdo do HPV na etiopatogenia do carcinoma
epidermoide seria pela presenga de duas oncoproteinas (E6 ¢ E7) do HPV, mais
frequentemente encontradas no HPV 16 e 18, interagindo com dois produtos de genes
supressores (Rb e P53), presumivelmente inativando a acdo desses genes (BENAMOQUZIG
et al, 1992; CHANG et al, 1993).
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Em adi¢dio as oncoproteinas produzidas pelo genoma do HPV o fato de que
compostos carcinogenos podem determinar a inativagdo dos genes de supressdo tumoral,
pode ser a base molecular para a ag@o sinérgica do HPV com outros agentes carcindgenos

(TOH et al, 1992).

Estudos que correlacionam o carcinoma de células escamosas do esdfago com o
HPV, indicam esse virus como um provavel agente etioléogico a mais na patogénese

multifatonial do céncer esofagico.

Considerando os resultados obtidos na revisdo bibliografica, pode-se afirmar
que a etiopatogenia do carcinoma epidermoéide do eséfago € multifatorial. Os principais
fatores envolvidos sdo: tabagismo, etilismo, ingestdo de bebidas quentes, deficiéncias
nutricionais, o papiloma virus, e exposigfio aos compostos N - nitrosos, principalmente na

dieta, substdncias estas, sabidamente carcinogénicas.

1.3. CARCINOGENESE ESOFAGICA INDUZIDA POR AGENTES QUIMICOS

A carcinogénese esofagica induzida por agentes quimicos é um processo de
muitiplos estagios, envolvendo geragSes sucessivas de células, aproximando-se cada vez
mais do fendtipo maligno (KRUEL, 1992). Os modelos experimentais permitiram
identificar dois destes estdgios: a iniciagdo e a promog¢io (MILLER & MILLER, 1981:
FARBER, 1988).

A iniclacdo consiste na alteragdo irreversivel do gendtipo de uma ou mais
células alvo, podendo expressar o crescimento neoplasico, porém sem um fendtipo tumoral
0 que ndo permite serem reconhecidas diretamente. A promogdo seria uma estimulagiio
seletiva da proliferacdo de celiilas iniciadas, modificando-se de um fenétipo normal até o

neoplasico (PITOT & SIRICA, 1980; MILLER et al, 1981, FARBER, 1988).

Um terceiro estagio foi descrito por BERENBLUM & HARAN em 1955 que

indicava o desenvolvimento de tumores malignos a partir de lesdes benignas.

L
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Os agentes carginogénicos ingeridos com a dieta provavelmente sofrem agio
enzimatica e convertem-se em ‘“‘carcindogenos finais”, alterando informagbes a nivel de

DNA que controlam o crescimento dos tecidos (DRUCKREY, 1972).

Estes compostos promovem o desenvolvimento de carcinomas mediante
mutagio celular e comportam-se como agentes alquilantes, reagindo com proteinas ¢ 4cidos
nucléicos do DNA e RNA celular, promovem modificagbes nas estruturas das suas bases
plricas e pirimidicas, causando profundas alteracdes tanto no nucleo como nas demais
estruturas  celulares (MOOLGAVKAE. & KNUNSON, 1981; BARTSCH &
MONTESANOQO, 1984).

Assim, esses compostos mostram notavel grau de especificidade organica a
qual varia de acordo com suas estruturas quimicas e tumores tém sido induzidos na maioria
dos 6rgdos de roedores e outros animais pela adminmistragio de seus diferente tipos, sob as

mais variaveis condigdes experimentais.

A dietilnitrosamina (DEN) ¢ 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 - C4HION20-( IARC, 1978).

A DEN ¢ um cargindgeno completo produzindo indugdo e promogio tumoral
em varias espécies de animais acometendo mais freqiienternente os sistemas respiratorio,

digestivo alto, figado e rins (MAGGE & BARNES, 1967).

1.4. MODELOS EXPERIMENTAIS DE CANCER ESOFAGICO USANDO
COMPOSTOS N-NITROSOS

Os compostos N-nitrosos sdo hoje considerados um grupo de substincias
organicas resultantes da interagfo entre nitritos e aminas, formando as nitrosaminas, entre
os nitritos e amidas, formando as nitrosamidas € os nitritos ¢ as uréias formando as

nitrosuréias. Pesquisas avangadas dos mecanismos moleculares e celulares de
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carginogénese tem sido concentradas nos compostos N-nitrosos, na tentativa de descobrir
porque ¢ como estas drogas produzem tumores em mais de 40 espécies animais com
especificidade celular e orgénica. Desde a descoberta da agdo carcinogénica de uma das
mais conhecidas nitrosaminas em 1956, a nitrosodimetilamina. cerca de 200 nitrosaminas
ja foram identificadas como carcinogénicas em experimentos com animais, incluindo os
mamiferos {entre eles os macacos), répieis, passaros, anfibios e peixes. Sem duvida, todas
as espécies testadas mostraram varios graus de susceptibilidade e € muito improvavel que o

homem seja uma excecdo (MIRVISH, 1983; BARTSCH et al., 1984; HOTCHKISS, 1987,
LITINSKY, 1987).

Praticamente todos os orgdos sfo passivels de indu¢@o de tumores pelas
nitrosaminas. No aparelho digestivo, o estdmago ¢ o mais estudado, ndo apenas pela
facilidade, como em decorréncia do fato que varias sdo as drogas que induzem a
carcinogénese. O estdbmago operado tem também sido objeto de inumeras pesquisas
experimentais, no sentido de demonstrar que a gastrectomia a longo prazo tem importantes
implicagdes no surgimento do carcinoma no coto gastrico remanescente (BARTSCH et al,

1984, ANDREOLLOQO, 1994).

As nitrosaminas ndo sfio intrisecamente ativas € devem ser primeiro ativadas
através de enzimas pelos organismos e usualmente produzem tumores distantes dos locais
de aplicagdo. As nitrosamidas, por outro lado, tém sua atividade biologica associada a sua

estrutura quimica e desenvolvem tumores principalmente nos locais de aplicagéo.

A ocorréncia de tumores esofagicos espontineos em amimais de laboratorio, é
pouco freqiiente (REFERENCES ON NATURALLY OCURRING NEOPLASMAS IN
ANIMALS - 1974). Em 1958, CRAIN descreven apenas um carcinoma escamoso em 786

ratos e BAKER, em 1953, encontrou somente um caso, em 1200 ratos WISTAR estudados.

A raridade de tumores espontaneos do trato digestivo dos animats, justifica a
tentativa de criar cepas especiais de animais em laboratorio, com maior propensdo de

desenvolver esses tumores.
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Estudos realizados por LONG & JENNER em 1963 usando dihidrosafrol
(agente aromatizante), conseguiu induzir carcinoma de células escamosas no esdfago de

ratos, com uma incidéncia de 50%.

A partir da criacdo de um modelo experimental de DRUCKREY em 1961,
usando metil-nitrosoanilina, administrada, por via oral, em ratos, obteve-se carcinoma de
células escamosas, na maioria dos animais. Esse modelo consolidou a indugio de tumores

esofagicos, em laboratorio.

O uso da DEN, induzindo carcinomas de células escamosas no esofago de
camundongos, foi realizado primeiramente por CLAPP & GRAIG (1967), obtendo 18% de

tumores em 180 dias, em exposigdo ao carcindgeno.

Uma cepa de ratos Buffalo fo1 submetida a ingestdo, via oral, de DEN, durante
160 dias, com uma incidéncia de 50% de cancer epidermoide do eséfago (REUBER, 1975,
1977).

A administragdo de DEN em ratos, por intubag@io orogéstrica, foi realizada por
NAPALKOV & POZHARISSKI (1969), com uma incidéncia de carcinoma esofagico,

dependente do tempo de administragdo e a dosagem.

Em 1979, BULAY & MIRVISH usaram a metil N-amilnitrosamina por via
intra-peritoneal ¢ obtiveram uma incidéncia de 50% de carcinoma esofagico, A via
subcutdnea foi a utilizada por STINSON (1979) inoculando a metil-N benzilnitrosamina

com uma ocorréncia de 35% de carcinomas.

O camundongo constituie um modelo experimental efetivo, usado mais
recentemente por varios autores (RUBIO et al, 1982, 1983, 1987, 1988; MUNK -
WILKLAND et al, 1990; KRUEL, 1992).

O rato WISTAR foi utilizado por poucos autores como modelo experimental de
carcinogénese esofagica. Em 1984, MANDARD et al., induziram o carcinoma epidermoide

do esofago, usando 120 ratos WISTAR, sendo que o carcinégeno empregado foi a
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etil N-butilnitrosamina, na dose de 10mg/kg de peso , na agua de beber, por um periodo
superior a trés meses. A lesdo prevalente, nesse estudo, foi o papiloma com uma incidéncia

de 49%. A ocorréncia de carcinoma epidermoéide de esdtago foi de apenas 2,5%.

Esse autor concluiu que o carcinoma esofégico evolui a partir dos papilomas ou
em associagdes com esses. Além disso, que os tumores esofagicos, induzidos
experimentalmente no rato, sdo diferentes do carcinoma epiderméide do es6fago humano.
Considerou ainda que as displasias ou as neoplasias intra-epiteliais, em mucosa plana,
encontradas no homem sdo achados raros no rato. Portanto, seus estudos sugerem que o
modelo de carginogénese quimica do esGfago do rato ndo permitem estabelecer uma

compara¢do com o carcinoma esofagico do homem.

O conhecimento da histogénese ¢ morfogénese do carcinoma esofagico ¢

fundamental na profilaxia, diagnéstico e tratamento das lesdes precoces.

O estudo da morfogénese e histogénese torna-se dificil com o material obtido
de cirurgias ou necropsias (MANDARD et al., 1981). A maioria das pesquisas realizadas
em esdfagos humanos tendem a denominar algumas alteragbes patologicas como “pré-
cancerosas devido a freqiiéncia com que elas se associam ao céncer esofagico
(POSTLETHWAIT & MUSSER, , 1974, MANDARD, 1978). Obviamente, esse critério
ndo ¢ adequado para provar a eventual natureza “pré-cancerosa’dessas lesdes ¢ nio

permitem um seguimento morfo-dindmico do processo patologico.

Os modelos experimentais, por ouiro lado permitem um estudo sistematico e
compreensivo tanto da histogénese ¢ morfogénese, como da etiopatogenia do cincer de
esdfago. Além disso, esses modelos sfo facilmente reproduziveis e apresentam um numero
de lesbes expressivas para o estudo do cincer precoce do eséfago (NAPALKOYV et al,

1969; RUBIO et al, 1983; KRUEL, 1992).
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1.5. OBJETIVOS
Os objetivos desse estudo experimental foram:

1 - Padronizar um modelo efetivo de carcinogénese esofagica experimental utilizando

como droga a dietilnitrosamina ¢ como animal o rato WISTAR.

2 - Determinar as alteragdes macroscopicas encontradas no carcinoma epidermoide precoce

do esdfago do rato.

3 - Verificar a sensibilidade do lugol no auxilio diagnostico do carcinoma epiderméide do

esOfago.

4 - Demostrar a classifica¢do histologica do carcinoma superficial do es6fago, dando énfase
aos diferentes niveis de invasdo: carcinoma /r sifty, carcinoma microinvasivo
(mml, mm2 e mm3), carcinoma submucoso (sm1, sm2 e sm3) ¢ a sua correlagio com
as lesbes macroscopicas encontradas. Além disso, mostrar aspectos de diferenciagio

histologica entre displasia e carcinoma intra-epitelial neste modelo experimental.
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2.1. MATERIAL
2.1.1. Animais

Neste estudo, foram utilizados sessenta ratos da raca WISTAR (Rattus
norvegicus albinus, Rodente, Mammalia), trinta machos e trinta fémeas, com cerca de trés
meses de idade e peso variavel de 150 a 250g., (peso médio 217g.), fornecidos pelo

CEMIB, Centro de Bioterismo da UNICAMP.

Os animais foram criados no proprio CEMIB, em condiges especiais, sendo
considerados, saudaveis e livres de doengas especificas (animais SPF - Specific Pathogen

Free).

A pesquisa foi realizada no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental
(NMCE). Os animais eram mantidos a temperatura ambiente, em ciclos diurnos de luz ,sob

fluxo de ar continuo, recebendo alimentacio ad libirum, diariamente.

2.1.2. Acondicionamento no biotério

Os animais eram acondicionados em gaiolas, com grade metalica forrada com
serragem e tampa de plastico, higienizadas trés vezes por semana, permanecendo sempre

na mesma gaiola, até o final do experimento.

A manipulag¢do das gaiolas foi feita, durante toda a pesquisa, por técnico de

laboratorio treinado, utilizando-se luvas.
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2.1.3. Droga utilizada

O carcindégeno empregado, durante todo o periodo de observagio da pesquisa,
foi a Dietilnitrosamina (DEN), (SIGMA CHEMICALS CO. St. LOUIS USA), com as

seguintes caracteristicas:

N.NITROSODIETHYLAMINE - (SIGMA QUIMICA - 0756)
Frasco de 100ml

Densidade = 0,95g/ml

Peso Molecular = 102.1

Férmula Quimica = C4H10N20

2.1.4. Solucio e concentracao utilizada

A DEN foi diluida na dgua de beber, sendo oferecida aos animais na dose
10mg/kg de peso (MANDARD, 1984), preparada conforme a necessidade dos animais e

armazenada em recipiente de vidro proprio.

2.1.5, Materiais usados na anilise macroscopica
Os materiais usados para a analise macroscopica do es6fago foram:

a) Luminaria tipo RAMBOR com capacidade de aumento real de 10 vezes.

b) Solugido de Lugol a 10% em frasco de vidro para coloracao dos espécimes cinirgicos.
¢) Madeira compensada para fixagdo da pega cirargica.

d) Alfinetes para estirar o conjunto es6éfago-estdmago

e) Solugdo de formalina tamponada a 10%.

) Maquina fotocopiadora (XEROX).
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2.1.6. Materiais usados na analise microscopica
Qs materiais usados na analise microscopica foram:

a) Navalha de sec¢do (LEICA-818).

b) Capsuia de plastico, onde os segmentos esofagicos eram acondicionados.

¢) Processador automatico histoténico (AUTOTECNICO-ULTRA II).

d) Blocos de parafina paraplastic.

e) Microtomo (AMERICAN OPTICAL CO).

f) Ldminas 76 x 26mm (OBJERTTRAGEN).

g) Material adequado para procedimento convencional de coloragdo em Hematoxilina e
Eosina (HE).

h) Microscopio 6tico convencional

2.2. METODO
2.2.1. Grupos de Animais

Os animais foram divididos e acondicionados em gaiolas diferentes, separados
pelo sexo, com cince animais em cada gaiola e mantidos sempre na mesma até o final do

experimento. A tabela abaixo resume os grupos:

Tempo de Observacio (dias) | N° de Animais - | Grupos de animais separados pelo sexo
TO (gmpo.controle) 10 animais . .5 machos / 5 fomeas

T 90 05 animais 5 machos

T 120 20 animais 15 fémeas / 5 machos

T 150 05 animais 5 fémeas

T 204 20 animais 15 machos / 5 fémeas

Total 60 animais 30 machos / 30 fémeas

Tabela 1: mostra a distribuigiio dos animais quanto ac tempo de observagio, numero e

SEX0.
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2.2.2. Preparo da soluc¢io

A solucdo de DEN foi feita com agua potavel, manipulada em capela prépria
por técnicos treinados, utilizando-se de luva, mascara e pipeta automatica de alta precisdo
(TRANSFERPETTE - MERCK). Esses cuidados foram necessarios, pois a DEN ¢ um

cargindgeno volatil, podendo ser absorvido por inalagio ou contato direto com a pele.

Para obter a dose de DEN, desejada (10mg / kg de peso) foram considerados o
peso médio dos animais (200mg) a densidade da DEN (0,95g / ml) e a média diaria

aproximada de ingest&o de agua por animal (40ml).

A solugdo final era acondicionada em recipiente de vidro, envolta em papel
aluminio, protegida da luz e colocada em geladeira a 4°C, evitando com isso a

desestabilizacdo quimica do carginogeno.

2.2.3. Delineamento experimental

O experimento constitui-se na indugdo de carcinogénese quimica esofagica,
segundo modelo proposto por RUBIO et al. (1983); MANDARD et al. (1984) & KRUEL
(1992).

No presente estudo, os animais dos grupos T90, T120,T150,T200 ingeriram
solugdo de DEN, 3 dias por semana, durante todo a experiéncia, na dgua de beber, na dose

de 10mg/kg de peso global dos animais, por gaiola. O grupo controle (T0O) s6 ingeriu agua.

O peso inictal foi obtido no principio do ensaio e o peso final, quando o animal

foi sacrificado.

Os volumes ingeridos de agua e solugdo de DEN, expressos em ml, foram
calculados de forma a determinar o volume médio, ingerido, diariamente, por cada animal
(VMIA/dia), o volume médio, ingerido, diariamente, por gaiola (VMIG/dia) e o volume

total ingerido por cada grupo, até os animais serem sacrificados (VTI-S).
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O cronograma de sacriftcio dos animais foi estabelecido em intervalo de tempo
variado, com a finalidade de poder avaliar as altera¢es morfologicas em fases distintas da

carginogénese.

2.2.4. Alimentaciio e adminisiracio do carcindgeno

Todos os animais foram alimentados com agua e ra¢do para roedores, usadas no
biotério do CEMIB (Apéndice 5), ad libivum. A ragio foi trocada uma vez por semana ¢ a

agua de beber foi da rede de abastectmento da UNICAMP.

O carcinogeno DEN (Dietilnitrossamina), foi diluido ¢ administrado na agua de
beber, na dose total de 10mg /kg de peso e colocada a disposi¢do dos animais como Unica

opcdo de ingestdo hidrica, durante trés dias.

Esta solu¢do era colocada, em cada gaiola, nas sextas-feiras e retirada as
segundas-feiras. Posteriormente, era retirado ¢ medido o volume ingerido pelos animais de
cada gaiola e desprezado o volume residual. A solu¢fio era substituida por 4gua sem DEN,
durante os outros quatro dias (segundas, tergas, quartas ¢ quintas-feiras). Esse critério de

alterndncia foi mantido durante todo o periodo do ensaio.

2,.2.5, Observacdo dos animais

Os animais foram observados diariamente, excepto sabados ¢ domingos. O

volume de DEN, ingerido por gaiola, era medido semanalmente.

Os animais foram pesados uma vez por més, no sentido de manter corrigida a

concentracédo do carcinégeno, de acordo com a variagio do peso.
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2.2.6. Sacrificio dos animais e necropsia

Os animais foram sacrificados com inalacio de éter etilico, em cuba de vidro

fechado.

A necropsia foi realizada imediatamente apos o obito, fixando-se o animal em
prancha de madeira com fixadores elasticos. Para facilitar a dissecgéo esofagica foi
introduzida uma sonda de polietileno fina (SNG), via oral, até o estdmago. Em seguida,
procedia-se a ressecgdo da parede abdominal anterior e o gradil costal direito e esquerdo ate
a regido mentoniana, com tesoura de Mayo, com ampla exposi¢do da cavidade abdominal,
toracica e regido cervical. identificando-se no estdomago a sonda oro-gastrica previamente

posicionada.

Tracionando-se o estdmago, caudalmente, (com pinga anatdmica delicada) era
iniciada a dissec¢do gastrica, liberando a grande curvatura, o ligamento gastrolienal, e a
pequena curvatura (ligamento hepato-géstrico). Apds a secgdo do pilar diafragmatico, foi
realizada a dissecgdo esofagica pela liberagio do hiato esofagiano, progredindo
cranialmente pelo mediastino posterior. Enquanto isso, a sonda oro-gastrica facilitava na
orientagdo da dissec¢dio das estruturas vizinhas do es6fago, quais sejam, as pleuras
mediastinais, bifurcacio da traquéia e aorta toracica, sem lesar a sua parede. Apos a

disseccdo do esdfago cervical, foi realizada a sec¢do do 6rgédo, junto a faringe.

A pega operatoria do esdfago e estdmago era retirada em monobloco.
Encontrando-se tumores hepaticos associados, estes eram ressecados para posterior estudo

histologico.

2.2.7. Anilise macroscépica

Apds a obtengiio do esdfago e estdmago, foi realizada a abertura do estbmago
pela grande curvatura, desde o piloro até a cardia. A sonda nasogastrica era fixada na

extremidade proximal do es6fago, com fio de polipropileno 5.0, permitindo entdo a eversio
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total do orgdo. Com o esdfago evertido, foi possivel a analise macroscopica inicial, no

sentido de identificar eventuais alteragdes e orientar a abertura do esdfago, sem incluir na

borda de secciio, as alteragdes macroscopicamente visiveis.

Em seguida, procedia-se a analise macroscopica a fresco das lesdes esofagicas,

classificando-as conforme a Escola Japonesa (GUIDE LINES for the CLINICAL and

PATHOLOGIC STUDIES on CARCINOMA of the ESOPHAGUS by JAPONESE

SOCIETY for ESOPHAGEAL DISEASES, 1976)

A) Caracteristicas macroscopicas
A 1) 0 - lesbes tipo superficial
1 - tipo superficial e protuso:
p. - tipo polipdide
pl. - tipo platd
sep. - tipo predominantemente subepitelial
IT - tipo superficial e plano:
a - levemente elevado
b - plano
¢ - levemente deprimido
111 - tipo superficial ¢ claramente deprimido
A 2.) - lesdes com caracteristicas infiltrativas
1 - tipo protuso (BORRMANN I}
2 - tipo ulcerativo e localizado (BORRMANN 11)
3 - tipo ulcerativo e infiltrativo (BORRMANN I1I)
4 - tipo infiltrattvo difuso (BORRMANN IV)
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Figura 1: mostra o desenho esquematico das lesdes esofagicas superficiais: tipo 0 -1, 0 -T1e 0 - IIL

A ipo I
lesdo elevada tipo Ip lesdo elevada tipo Ipl

- .-..,__..n-a// ’ ﬁ‘x\.‘_ -
- —. i —— x‘“—‘_\ﬂm
lesio superficial levemente elevada
lesdio elevada tipo Isep tipo Ila

lesai crficial plana tipo Ilc
CSA0 Superticlat piana tpo lesdo superficiat levemente deprimida

tipo IIc

-rsa1
lesdo superficial claramente deprimida tipo IIT. o
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A seguir, o conjunto eséfago e estdmago era submergido em solugdo de lugol a
10% , por um periodo de 30 segundos. Apds a secagem da peca, por cerca de 1 minuto,
procedia-se & analise da extensdo da mucosa esofigica corada, considerando-se lugol
negativo, as areas ndo coradas. Toda a analise macroscépica a fresco e, apds coloragio com
lugol, era descrita separadamente em cada animal, indicando-se a gaiola e o tempo de

exposigdo ao carcinogeno, para posterior correlagdo com os achados microscépicos.

2.2.8. Fotocopia das pecas

As pecas eram envolvidas em piastico e fotocopiadas. A fotocopia do segmento
esofagico teve como objetivo facilitar e racionalizar a descricdo dos achados

microscopicos. As figuras 2 e 3, mostram exemplo da documentagéo realizada.

2,2.9. Analise microscopica

Apods a coloragdo com lugol a 10%, as pecas foram fixadas, em madeira
compensada, com alfinetes, na extremidade da parede gastrica e do esbfago distal, com
margem proximal a direita e distal a esquerda, o suficiente para manter o esdfago estirado.
O segmento esdfago-gastrico era imerso em frasco de formalina tamponada a 10% e

devidamente identificado. O tempo de fixag@o em formalina foi de 72 horas.

A preparacio dos cortes a serem enviados para histologia foi padronizado pela
Escola Japonesa (GUIDE LINES for the CLINICAL and PATHOLOGIC STUDIES on
CARCINOMA of the ESOPHAGUS by JAPONESE SOCIETY for ESOPHAGEAL
DISEASES, 1976), realizando o corte longitudinal, paralelo ao maior eixo esofagico ¢ dois
cortes transversais, dividindo o es6éfago em tergo superior, tergo médio e terco inferior.
Com isso, obtinha-se seis fragmentos do orgdo que eram numerados de 1 a 6, a partir do

fragmento distal para o proximal, (Figura 3).
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Figura 2: Pega cirtrgica do eséfago e estomago, evidenciando as lesdes esofagicas
em analogia com o espécime cirtrgico fixado em solucdo de formalina.

Figura 3: Superposi¢do da pega cirlirgica anteriormente descrita com a fotocopia
deste conjunto, mostrando detalhes dos cortes macroscopicos por ordem
numéricade 1 a 6.
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Cada um desses segmentos foi colocado, individualmente, em capsula de
plastico e identificado. O material, assim acondicionado, foi submetido a processador
automatico histotécnico que permitia a desidratagdo, diafanizagdo e impregnagfio com

parafina ( tipo parapldstic).

Apos a inclusdo em blocos de parafina, o material foi cortado com micrétomo
em seis niveis de profundidade, com espessura de 3 micras, designados de AB.CD.EeF.
Os cortes foram fixados em laminas, desparafinizados em estufa ¢ xilol, desidratados em

alcool e corados pela Hematoxilina - Eosina (HE).

Apos a coloragio padrio com HE, as laminas foram examinadas em

microscopio Otico convencional.

2.2.10, Classificacao das lesdes

O exame microscopio classificou as lesdes em esofagite cronica com ou sem
hiperplasia reacional e neoplasia. As neoplasias foram classificadas, segundo o nivel de
invasdo das camadas da parede esofagica conforme a Escola Japonesa (GUIDE LINES for
the CLINICAL and PATHOLOGIC STUDIES on CARCINOMA of the ESOPHAGUS by
JAPONESE SOCIETY for ESOPHAGEAL DISEASES, 1976), em:

- Carcinoma /n situ- todas as lesdes restritas ao epitélio (intra-epiteliais).

- Carcinoma microinvasivo - todas as lesdes que invadiam até a lAmina propria e, por sua

vez foram subdivididos em trés outros niveis:
mm] - junto a membrana basal.
mm?2 - no espago entre a membrana basal e a muscularis mucosae.

mm3 - gquando havia contato com a muscularis mucosae.

Materigl e Métodos 22



- Carcinoma submucoso: todas as lesdes que invadiam a submucosa até a muscular propria,

e por sua vez subdividida em trés outros niveis:
sm] - superficial.
sm2 - intermediario.
sm3 - quando havia contato com a camada muscular propria.
- Carcinoma avangado - quando havia invasio além da camada muscular propria.

A seguir, é mostrada na figura 4 os niveis de invasdo dos carcinomas /n situ,

microinvasivos e submucosos.

Figura 4: mostrada na pagina 24 refere-se ao desenho esquematico mostrando os

niveis de invasdo dos carcinomas /i situ, microinvasivos (mm1, mm2, mm3) e submucosos

{sml, sm2, sm3).
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No sentido de dinamizar e ordenar a analise microscopica das lesdes esofagicas
facilitando a interpretagdo dos resultados foi utilizada fotocopia da pega, designando cores
diferentes para cada nivel de invasdo do carcinoma. Isso permitiu a caracterizagao
diagndstica microscopica precisa mesmo nos espécimes esofagicos com varios focos de

carcinoma. A figura 5, a seguir, mostra essa metodizag3o.
Carcinoma /n situ
Carcinoma microinvasivo

Carcinoma submucoso

Carcinoma avancado

Figura § - Peca cinirgica retirada do animal mostrando as divisdes em tergo superior, médio e inferior,
para demonstragdo esquematica da metodizagio do diagndstico microscopico das lesdes.
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2.2.11. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados empregando-se os testes estatisticos do
Qui-Quadrado e Teste Exato de Fisher, considerando valores significativos como sendo

p<0,05.
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3.1. CONTROLE DE PESO DOS ANIMAIS

O controle de peso dos animais foi realizada com a média, em gramas, do peso
inicial (P.I), do peso final (P.F.), e a diferenca de peso no final do estudo (P.F. PI),

mostrada na tabela abaixo:

Dieta hidrica P1 PF (PF - PI)
TO Agua 236, 575 339
T 90 DEN 321 426 105
T 120 DEN 207 382 175
T 150 DEN 146 268 122
T 200 DEN 201 320 119

Tabela 2 - mostra que o grupo controle (TO) apresentou significativo ganho de peso em

relagdo aos grupos que ingeriram DEN, cujo ganho ponderal foi aproximadamente igual.

3.2. QUANTIDADES INGERIDAS DA SOLUCAOQ E DE AGUA

As quantidades de solugéio ingerida correspondem aos grupos T 90, T 120, T
150 e T 200, sendo que, o grupo controle (TO) sé ingeriu agua: Os volumes ingeridos de
agua e solugdo, expressos em ml, estdo discriminados na tabela abaixo, sendo VMIA/dia
(volume médio ingerido, diariamente, por cada animal), VMIG/dia (volume médio
ingerido, diariamente, por gaiola) e VTI -S (volume total ingerido por cada grupo até os

animais serem sacrificados).

Dieta hidrica  VMIA/dia VMIG/dia VTI-S
TO Agua 15,13 75,66 15.132
T90 solucdo de DEN 8,90 44 53 4 008
T 120 solucio de DEN 12,36 61,85 7.547
T 150 solucdo de DEN 10,53 52,66 7.900
T 200 solu¢do de DEN 12,73 63,66 12,732

Tabela 3 - mostra que o grupo controle (T0) ingeriu um volume de agua significativamente

maior que os volumes de solug@o de DEN ingeridos pelos outros grupos.
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Grifico 1A - mostra o volume de dgua consumido pelo grupo TO e o volume de DEN consumido pelos
grupos de T90, T120, T150 e T200, considerando o volume médio ingerido por animal/dia
(VMIA/dia) e o volume médio ingerido por gaiola/dia (VMIG/dia)

(ml)

16.000
14.000 &
12.000 |
10.000 |
8.000 |
6.000 |
4.000 |
2.000

0 ; : : (dies)
TO T90 T120 T150 T200

Grifico 1B - mostra o volume total de d4gua consumido pelo grupo TO e o volume total de DEN
consumido pelos grupos T90, T120, T150 e T200 durante todo o experimento.




3.3. ANALISE MACROSCOPICA DAS LESOES ESOFAGICAS

No grupo TO (grupo controle - dez animais), todos apresentaram os esofagos

sem anormalidades, sendo lugol positivo.

No grupo T 90 (cinco animais) ndo se verificou nenhuma alteragdo

macroscopica do epitélio esofagico e todos foram lugol positivo.

No grupo T 120 (20 animais, um obito) foram identificados 57 lesdes de

esofago cuja a classificacdo macroscopica revelou:

tipo Ip - uma lesdo.

tipo Ila - seis lesoes.

tipo IIb - 43 lesdes.

tipo Ilc - uma lesao.

tipo IIb + Ilc - uma lesdo.

tipo BORRMANN I - trés lesoes.
tipo BORRMANN II - duas lesdes.

A coloragdo com lugol foi negativa em todas as 57 lesdes.

Foram encontrados ainda quatro tumores hepaticos. Ocorreu um obito no
sentésimo primeiro dia do estudo, cuja necropsia mostrou hemoperiténio com necrose

hepatica hemorragica.

A meédia de lesdes esofagicas nesse grupo (T 120) foi de 3,94 lesdes por

animal.

O grafico 2, a seguir, mostra estes resultados.
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Grafico 2: mostra os tipos de lesdes macroscopicas encontradas no grupo T 120

(19 animais - 57 carcinomas - média de trés carcinomas por animal).

No grupo T 150 (cinco animais), dois animais morreram antes do tempo
previsto, ambos no sentésimo trigésimo dia devido a necrose hepatica hemorragica e
hemoperiton€o, ndo podendo serem avaliados para este estudo. Nos trés animais restantes

foram identificados 21 lesGes esofagicas e classificadas macroscopicamente em:
tipo Ip - uma lesdo.
tipo Ipl - duas lesdes.
tipo Ila - quatro lesdes.
tipo IIb - 14 lesdes.

Nio foi identificado nenhuma lesdo com carater infiltrativo ou em outros

orgdos. A coloragdo com lugol foi negativa em todas as 21 lesdes esofagicas encontradas

nesse grupo.

A média de lesdes esofagicas por animal encontrada no grupo T 150 foi de sete

lesdes. O grafico 3, a seguir, mostra estes resultados.
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Grafico 3: mostra os achados macroscopicos do grupo T150 (trés animais - 21

carcinomas - média de sete carcinomas por animal).

No grupo T 200 (20 animais), 12 animais morreram antes do tempo previsto,
trés animais no sentésimo vigésimo dia e cinco animais no sentésimo quadragésimo dia,
também devido a necrose hepatica hemorragica e hemoperitoneo. Nos oito animais
que sobreviveram até o final do estudo foram identificados 105 lesdes esofagicas e

classificadas macroscopicamente em:

tipo Ip - dez lesGes.

tipo Ipl - seis lesoes.

tipo Ila - 23 lesdes.

tipo IIb - 45 lesdes.

tipo Ilc - quatro lesdes.

tipo misto - oito lesdes (I + Ilc - duas lesdes; Ila + Ilc - uma lesdo; IIb + Tlc -
quatro lesdes e Ila + IIb - uma lesdo).

BORRMANN II - trés leses.

BORRMANN III - sete lesoes.

Todas as 105 lesdes esofagicas do grupo T 200 submetidas a coloragdo com

lugol mostraram-se negativas.
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Ocorreram sete lesdes em outros orgdos, seis lesdes hepaticas e uma lesdo

pulmonar.

A média de lesdes esofagicas por animal encontradas no grupo T 200 foi de

13,12 lesoes.

BREBSS
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Grifico 4: mostra os achados macroscopicos do grupo T200 (oito animais - 105
carcinomas - média de 13,12 focos de carcinoma por animal).

Tabela 4. a tabela abaixo mostra os achados macroscopicos e a correlagdo absoluta e
percentual entre todos os grupos de animais (TO, T90, T120, T150 e T200) e os

tipos de lesdes encontradas.

TIPO O-1 - TIPOO-I1 AVANCADOS
Ip Ipl Isep Ila ITb Ile Mistos 1 II m IV | TOTAL
Macro/
Tempo
TO - 0
T90 - - . 0
T120 1(1,7%) - -—- 6 (10,6%) 43 (75,43%) 1(1,7%) 1 (IIb-+11c) 3 2(3,54%) - - 57
(1,7%) (5.26%) (100%)
T150 1 2 -— 4 (19,04%) 14 (66,6%) - - - - - - 21
(4,76%) (9,52%) (100%)
T200 10 6 (5,7%) - 23 (21,9%) 45 (42,85%) 3 1 ( Ha+Ilb) -—- 3 (2.85%) T - 105
(9.57%) (2.87%) 0,95% (6,66%) (100%)
2 (1+Ie)
1,9%
4 (Ilb+1lc)
3.8%
1 (Ia+1Ic)
0,95%
8 (7.6%)
TOTAL | 11 8 — | 33(1805%) 102 (55,73%) 5 9(4,92%) |3 (1,64%) 5 (2,73%) 7 — | 183
(6,01%) (4,37%) (2,73%) (3,82%) (100%)

As figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12, a seguir, mostram os aspectos macroscopicos das lesdes
encontradas nos diferentes grupos.
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Figura 6: Pega cirurgica do grupo T 200, evidenciando lesdes elevadas tipo Ip, Ipl e lesdes
superficiais tipo Ila e Ila com erosio (seta).

16

Figura 7: Pega esofagica do grupo T 200, com lesdo elevada tipo Ipl, lesdo superficial tipo
[Ta (seta) e hiperqueratose.
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3

Figura 8 : Peca cirurgica do grupo T200, mostrando lesdo superficial tipo Ila e lesdo
elevada tipo Ipl com erosao (seta).

Figura 9: Pega cirargica do grupo T120, mostrando lesdo superficial tipo Ila (seta), com
palidez de mucosa adjacente sugestiva de lesdo superficial plana tipo IIb.
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Figura 11: Pega cirtirgica do grupo T120, mostrando lesdo su
negativo.

perficial tipo Ila, lugol
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Figura 12: Pegas cirtrgicas do grupo T200, mostram les3o avangada tipo BORRMANN 11,
com varias lesdes elevadas e superficiais em todo o esdfago. Além disso,
nota-se presenga de metastases pulmonar e hepatica no mesmo animal.
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3.4. ANALISE MICROSCOPICA DAS LESOES ESOFAGICAS

No grupo TO (grupo de controle) (dez animais), todos apresentavam es6fago

normal ao exame histologico (foto microscopia).

No grupo T 90 (cinco animais) todos apresentavam esofagite cronica com ou

sem hiperplasia reacional (foto microscopia).

O grupo T 120 (19 animais) o exame microscopico demonstrou 57 carcinomas

de esofago que foram classificados em:

In Situ - 48 carcinomas.

microinvasivo - dois carcinomas (um mm1 e um mm2).

submucoso - dois carcinomas (um sml e um sm2).

invasivo - cinco carcinomas (trés BORRMANN I e dois BORRMANN II).

Ocorreram quatro lesdes hepaticas, todas primarias do figado (quatro hepato

carcinomas). Os graficos 5 e 6 e as tabelas 5 e 6, a seguir, mostram esses resultados.

l

90,

sol |

70| —

€0, @ Cain situ l

50| @ Ca microinvasivo |

40 | g Ca submucoso

30. o Ca invasivo

20| 5% 3,5%

10, .
Jd l

48 2 2 5 }

Grafico 5: mostra o diagnostico microscopico dos carcinomas do grupo T120 (57

carcinomas em 19 animais, com média de trés por animal).
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Grafico 6: mostra o diagndstico microscopicos dos carcinomas microinvasivos (um
mm1l- 50% e outro mm2 - 50%) e submucosos (um sm1- 50% e outro sm2 -

50%) do grupo T120.

No grupo T 150, nos trés animais sobreviventes, 0 exame microscopico

demonstrou 21 carcinomas de esdfago que foram classificados em:

In situ - 17 carcinomas.
microinvasivo - trés carcinomas (dois mm2 e um mm3).

submucoso - um carcinoma - sm1.

Nao foram diagnosticados nenhum carcinoma invasivo ¢ ou lesdes em outros

orgdos nesse grupo, sendo diagnosticado um papiloma.

Os graficos 7 e 8 e as tabelas 5 e 6, a seguir, mostram esses resultados.
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Grafico 7 : mostra o diagnostico microscopicos dos carcinomas no grupo T150 (trés animais, 21

carcinomas, com média de sete focos de carcinoma por animal).

Grafico 8: mostra o diagnostico microscopicos dos carcinomas microinvasivos
(dois mm2 - 75% e um mm3- 25%) e submucosos (um sm1- 100%) do grupo
T150.
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No grupo T 200, nos oito animais sobreviventes, 0 exame microscopico

demonstrou 105 carcinomas de esdfago ( graficos 9 e 10 e tabela 5 e 6) que foram

classificados em:
In situ - 54 carcinomas.
microinvasivo - 19 carcinomas (seis mm1, 12 mm2 e um mm3).
submucoso - 22 carcinomas (dez sm1, nove sm2 e trés sm3).
invasivo - dez carcinomas (trés BORRMANN II e sete BORRMANN IIT). Ocorreram

sete lesdes em outros 6rgdos no grupo T 200 ( trés hepato carcinoma, duas

metastases hepaticas, um cisto hemorragico, uma metastase pulmonar).

@ Ca in situ

@ Ca microinvasivo
g Ca submucoso
o Ca invasivo

Grafico 9: mostra o diagnostico microscopicos dos carcinomas no grupo T200 (oito
animais - 105 carcinomas - média de 13,12 focos de carcinoma por animal).

Grifico 10: mostra o diagnostico microscopicos dos carcinomas microinvasivos
(seis mm1 - 31,5%, doze mm2 - 63,2%, um mm3 - 5,2%) e submucosos
(dez sm1 - 45,5%, nove sm2 - 41% e trés sm3 - 13,5%) do grupo T200.
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As tabelas 5 e 6 resumem os diagnosticos microscopicos nos respectivos grupos

de animais.

Tabela 5: mostra a correlagdo absoluta e percentual entre os diferentes grupos de animais

(TO, T90, T120, T150 e T200) e a classificagdo microscopica dos carcinomas,

sem considerar as subdivisdes dos carcinomas microinvasivos e submucosos.

Tempo/ TO 90 T120 T150 T200 TOTAL
Micro
In Sitn --- --- 48 (84.21%) 17 (80,95%) 54(51,43%) 119 (65.02%)
Microinvasivo - -— 2(3,51%) 3(14.29%) 19 (18.09%) 24 (13.11%)
Submucoso - - 2(3,51%) 1 (4,76) 22 (20.95%) 25 (13.66%)
Invasivo --- - S(8.77%) - 10 (9.52%) 15(8.19%)
TOTAL 57 21 105 183 (100%)

Correlacionando-se o tempo de exposigdo ao DEN com os niveis de invasio

microscopicas dos tumores e empregando o teste do Qui-Quadrado para avaliar a

significancia dos resultados, conclui-se que existe diferenga significativa com p < 0,05

(apéndice

Tabela 6: mostra a correlagdo absoluta e percentual entre os diferentes grupos de animais

)

(TO, T90, T120, T150 e T200) e a classificagdo microscopica dos carcinomas.

considerando as subdivisdes dos carcinomas microinvasivos (mml, mm2 e

mm3) e dos carcinomas submucosos (sm1, sm2 e sm3).

MICROINVASIVO SUBMUCOSO
Micro/ IN SITU mmi mm2 mm3 smi sm2 sm3 INVASIVO TOTAL
Tempo
TO - - e s — - 0
T90 - - 0
T120 48 (84.21%) | 1(1,75%) 1(1,75%) 1(1,75%) 1(1,75%) - 5(8,77%) 37
(100%)
T150 17 (80,95%) 2(9.52%) 1 (4,76%) | 1(4.76%) - e S 21
(100%)
T200 54(51.43%) | 6(5,71%) 12(11,42%) 1(0.95%) | 10 (9,52%) 9 (8.57%) 3(2.85%) 10 (9,52%) 105
(100%)
TOTAL 119 (65.02%) | 7(3.82%) 15(8,19%) 2(1,09%) | 12(6,55%) 10 (5,46%) 3(1,63%) 15 (8,19%) 183
(100%)

Total micromvasivo = 24 (13,11%)

Total submucoso = 25 (13.66%)
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3.5. CORRELACAO DOS ACHADOS MACROSCOPICOS COM A
MICROSCOPIA DOS CARCINOMAS ESOFAGICOS EM CADA GRUPO

No grupo T 120 (19 animais) foram identificadas 57 lesdes esofagicas cuja a

correla¢@o entre a macroscopia e a microscopia segue-se abaixo:
lesdo tipo Ip - uma lesdo (1,7%) - um carcinoma submucoso - sm2 (100%).

lesdao tipo Ila - seis lesdes (10,6%) - cinco carcinomas /n situ (83,3%) e um

carcinoma microinvasivo mm2 (16,7%).
lesao tipo IIb - 43 lesdes (75,43%) - 43 carcinomas /n situ (100%)

lesdo tipo IIc - uma lesdo (1,7%) - um carcinoma submucoso sm1 (100%).

lesdes mistas - uma lesdo tipo IIb + Ilc (1,7%) - um carcinoma microinvasivo mm1,

(100%).

lesdo tipo BORRMANN 1 - trés lesoes (5,37%) - carcinoma invasivo até a muscular

propria (100%).

lesio tipo BORRMANN II - duas lesdes (3,54%) - carcinoma invasivo até a

adventicia (100%).

Estes resultados sao demonstrados, a seguir, nos graficos 11 e 12.
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Grifico 11: mostra a correlagdo dos achados macroscdpicos (lesdes tipo Ip, Ila e IIb) com

o diagnostico microscopico do grupo T120 (57 carcinomas).
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Grifico 12: mostra a correlagdo dos achados macroscopicos (lesdes tipo Ilc, IIb + Ilc,
Borrmann I e II) com o diagnostico microscopico do grupo T120 (57

carcinomas).
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No grupo T 150 (trés animais) foram identificados 21 lesGes esofagicas cuja a

correlagdo entre a macroscopia e a microscopia segue-se abaixo, mostrada no grafico 13:
lesdo tipo Ip - uma lesdo (4,76%) - carcinoma 7n situ (100%).

lesdo tipo Ipl - duas lesdes (9,52%) - um carcinoma microinvasivo mm3 (50%) e um

carcinoma submucoso sm1 (50%).

tipo Ila - quatro lesdes (19,04%) - dois carcinomas /n situ (50%) e dois carcinomas

microinvasivos mm2 (50%).

tipo IIb - 14 lesdes (66,6%) - 14 carcinomas /n situ (100%).

: 100%
|
0%  [@sm1
O mm2
| 100% Omm3
| BOCainsitu

B Macroscopia

‘ sl

Grifico 13: mostra a correlagdo dos achados macroscopicos (lesdes tipo Ip, Ipl, Ila e IIb)

com o diagnostico microscopico do grupo T150 (21 carcinomas).

No grupo T 200 (oito animais) foram identificados 105 lesdes cuja a correlacio

entre a macroscopia € microscopia segue-se abaixo:

tipo Ip - dez lesdes (9,57%) - dez carcinomas submucosos (100%) - sm1 - cinco

carcinomas (50%), sm2 quatro carcinomas (40%) e um carcinoma sm3 (10%).
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tipo Ipl - seis lesGes (5,7%) - quatro carcinomas microinvasivos mm1l (66,6%) , dois

carcinomas submucoso sm2 (44,4% ).

tipo Ila - 23 lesdes (21,9%) - nove carcinomas /n situ (39,1%), 14 carcinomas

microinvasivos (60,86%) - seis mm1 (42,8%) e oito mm2 (67,2%).
tipo IIb - 45 lesdes (42,85%) - 45 carcinomas /n situ (100%).

tipo Ilc - trés lesdes (2,87%), trés carcinomas submucosos (100%) - dois sml

(66,6%) e um sm2 (33,4%).

tipo misto oito lesdes (7,6%):

[Ta + [Ib uma lesdo (0,95%) - um carcinoma submucoso sm2 (100%).

I1a + [Ic uma lesdo (0,95%) - um carcinoma microinvasivo mm3 (100%).

[Ib + Ilc quatro lesdes (3,8%) - quatro carcinomas submucosos (100%), trés sml

(75%) € um sm2 (35%).
[ + Ilc - duas lesodes (1,9%) - dois carcinomas submucosos sm3 (100%).

Foram encontradas dez lesdes infiltrativas (9,52%): trés BORRMANN II
(30%) - carcinoma invasivo até muscular propria (100%); sete BORRMANN III (70%),
carcinoma invasivo até além da adventicia (100%). Nesse grupo foram diagnosticados

quatro papilomas.

Os graficos 14 e 15, a seguir, mostram esses resultados.
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Grafico 14: mostra a correlagdo dos achados macroscopicos (lesdes tipo Ip, Ipl, Ila, ITb e

IIc) com o diagndstico microscopico do grupo T200 (105 carcinomas).
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Grafico 15: mostra a correlagdo dos achados macroscopicos (lesdes tipo Ila + IIb , IIb +
Ilc, I + Ilc, Borrmann II e III) com o diagnostico microscopico do grupo

T200.
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3.6. CORRELACAO DOS ACHADOS MACROSCOPICOS COM OS NIVEIS DE
INVASAO MICROSCOPICA NOS CARCINOMAS MICROINVASIVOS E
SUBMUCOSOS DO ESOFAGO

Foram diagnosticados 24 carcinomas microinvasivos, sendo classificados

como:

¢ carcinomas microinvasivos mml - sete carcinomas (29,1%), as lesdes macroscopicas

identificadas nesse grupo foram:

tipo Ila - seis lesdes (85,7%)

A

tipo IIb + Ilc - uma lesdo (14,28%).

* carcinomas microinvasivos mm2 - 15 carcinomas (62,5%), as lesdes macroscopicas

identificadas nesse grupo foram:

tipo Ila - 11 lesdes (73,3%).
tipo Ipl - quatro lesoes (26,6%).

e carcinomas microinvasivos mm3 - dois carcinomas (8,33%), as lesdes macroscopicas

identificadas nesse grupo foram:

tipo Ipl - uma lesdo (50%)

tipo Ila + Ilc - uma lesdo(50%).

As lesdes por ordem de frequéncia dos carcinomas microinvasivos foram: tipo
[1a 17 lesdes (70,8%), tipo Ipl cinco lesdes (20,83%) e tipo misto duas lesdes (Ila + Ilc, IIb

+1Ic) (8,3%).

Foram diagnosticados 25 carcinomas submucosos, sendo classificados como:

Resultados 48



e carcinomas submucoso sml - 12 carcinomas (48%), as lesdes macroscopicas

identificadas foram:

tipo Ip - cinco lesdes (46,66%).
tipo Ipl - uma lesdo (8,3%).
tipo Ilc - trés lesdes (25%)

tipo misto - trés lesoes IIb + Ilc (25%)

e carcinoma submucoso sm2 - dez carcinomas (40%), as lesdes macroscopicas

identificadas forma:

tipo Ip - cinco lesdes (50%).

tipo Ipl - duas lesdes (20%).

tipo misto - trés lesdes (30%), uma lesdo Ila + IIb (10%), uma lesdo IIb + Ilc
(10%) e uma lesao

tipo Ilc - uma lesdo (10%).

e carcinomas submucosos sm3 - trés carcinomas (12%), as lesdes macroscopicas

identificadas foram:

tipo Ip - uma lesao (33,33%).

tipo I + lic - duas lesdes (66,66%).

As lesdes por ordem de frequéncia nos carcinomas submucosos foram: tipo Ip
11 lesdes (44%); tipo misto sete lesdes (28%), desses quatro lesdes eram IIb + Ilc
(57,14%), duas lesoes tipo Ila + IIb (28,57%) e uma lesdo tipo 1 + Ilc (14,28%); tipo Ilc

quatro lesdes (16%) e trés lesoes tipo Ipl (12%).
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3.7. CORRELACAO PERCENTUAL GLOBAL DOS ACHADOS
MICROSCOPICOS COM A MACROSCOPIA DOS CARCINOMAS
ESOFAGICOS

Em trinta animais portadores de carcinoma esofagico, nos grupos T 120 (19
animais), T 150 (trés animais) e T 200 (oito animais),encontraram-se 183 carcinomas

epidermoide do esofago com meédia de 6.1 por animal.

Foram diagnosticados 119 carcinomas /n situ (65,02%) e a classificacdo
macroscopica identificou: uma lesdo tipo Ip (0,84%); 16 lesGes tipo Ila (13,4%) e 102

lesdes tipo IIb (85,7%).

O numero de carcinomas microinvasivos foi de 24 (13,11%) e a classificagao
macroscopica identificou: cinco lesdes tipo Ipl (20,8%); 17 lesdes tipo Ila (70,8%); uma
lesdo tipo Ila + Ilc (4,16%); uma lesdo tipo IIb + Ilc (4,16%). Em relacdo ao nivel de
invasdo microscopica, foram encontrados: sete carcinomas microinvasivos mml (29,1%),

quinze microinvasivos mm2 (62,5%) e dois microinvasivos mm3 (8,33%).

Ocorreram 25 carcinomas submucosos (13,66%) e a classifica¢do macroscopica
identificou: onze lesdes tipo Ip (44%); trés lesdes tipo Ipl (12%); uma lesdo tipo Ila + IIb
(4,0%); quatro lesdes tipo IIb + Ilc (16%); duas lesdes tipo I + IIc (8%) e quatro lesdes tipo

Iic (16%).

Em relagdo ao nivel de invasdo microscopica, foram encontrados: doze
carcinomas submucosos sm1 (48%), dez submucosos sm2 (40%) e trés submucosos sm3

(12%).

O total de carcinomas invasivos foi de quinze (8,19%) e a classificagio
macroscopica identificou: trés lesdes tipo BORMANN I (20%); cinco tipo BORMANN II
(33,33%) e sete tipo BORMANN III (46,66%). Os graficos 16 e 17, a seguir, mostram

esses resultados.

Os graficos 16 e 17, a seguir mostram estes resultados.
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Grifico 16: mostra a correlagdo percentual global do diagnéstico microscopico (carcinoma
In situ, microinvasivo e submucoso) com os achados macroscopicos dos 183
carcinomas diagnosticados nos grupos T120, T150 e T200 (30 animais, média

de 6,1 focos de carcinoma por animal).
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Griafico 17: mostra a correlagdo percentual global do diagnéstico microscopico dos
carcinomas invasivos do esofago e as lesdes em outros 6rgdos com a

macroscopia nos grupos T120, T150 e T200.
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3.8. LOCALIZACAO DOS CARCINOMAS ESOFAGICOS

Dos 183 carcinomas epiderméides do es6éfago diagnosticados neste estudo, a
localizagdo mais frequente foi do terco médio com 87 (47,5%), seguidos do ter¢o inferior

com 69 (37,7%) e o tergo supertor com 27 (14,8%).

3.9. INDICE DE MORTALIDADE GLOBAL DOS ANIMAIS DURANTE O
EXPERIMENTO

O indice de mortalidade dos animais, durante o experimento, variou conforme

o tempo de exposi¢do a droga (DEN) e o volume total de DEN ingerido.

Ao grupo controle (TO dez animais, cinco machos e cinco fémeas) foi oferecido

agua potavel durante os 200 dias até o sacrificio, ndo ocorrendo 6bitos nesse grupo.

O grupo T 90 (cinco machos) foi submetido a ingestdo hidrica com DEN, trés
vezes por semana, durante o periodo de 90 dias. O volume médio ingerido de solugio de

DEN, por gaiola, nesse grupo foi de 4.008 ml. Ndo houve mortalidade nesse grupo.

O grupo T 120 (20 animais, 15 fémeas e cinco machos) foi submetido 2
ingestio hidrica com DEN, trés vezes por semana, durante 120 dias. O volume médio
ingerido de solugdo DEN, por gaiola, nesse grupo, foi de 7.547 ml. Ocorreu um obito

(fémea), com indice de 15% de mortalidade.

O grupo T 150 (cinco fémeas) foi submetido 2 ingestdo hidrica com DEN, trés
vezes por semana, durante o periodo de 150 dias. O volume médio ingerido de solugiio de
DEN, por gaiola, nesse grupo foi de 7.900 mi. Ocorreram dois Obitos nesse grupo (fémeas),

com um indice de 40% de mortalidade.

O grupo T 200 (20 animais, 15 machos, cinco fémeas) foram submetidos a
ingestdo hidrica com DEN, trés vezes por semana, durante o periodo de 205 dias. O

volume médio ingerido de solugio de DEN, por gaiola, nesse grupo foi 12.732 mi.
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Ocorreram doze Obitos, nesse grupo, nove machos (60%) e trés fémeas (60%).

O percentual de mortalidade desse grupo foi de 60%.

A tabela 7: mostra o nimero de 6bitos ocorridos, nos diferentes grupos,

identificando o sexo ¢ o volume de DEN ingerido, conforme o tempo de observagio.

Tempo de Observa¢io N° de Obitos Volume Médio de DEN
ingerido

TO Nio houve

T90 Néo houve 4.008
T120 1 (fémea) 7.547
T150 2 (fémeas) 7.900
T200 12 (9 machos e 3 fémeas) 12,732
TOTAL 15 (9 machos e 6 fémeas) 32.187

O total de animais submetidos a ingesta hidrica com DEN, trés vezes por
semana, fol de 50 animais. O volume ingerido da solugio de DEN por esses animais fot
32.187 ml. Ocorreram 15 obitos, sendo que o percentual global de &bitos do grupo que

ingeriu a solucdo de DEN foi de 30%.

A morialidade dos animais foi proporcional ao tempo de exposig¢do 4 droga e ao
volume de DEN ingerido. N&o houve diferenga significativa de mortalidade entre fémeas ¢

machos.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

O calculo do Qui-Quadrado (apéndices 1 e 2), mostram que ¢ possivel
comparar os valores das somas dos grupos T120 e T150, com os valores do grupo T200,

agrupando com iss0 os valores dos carcinomas /» Sifu € microinvasivos versus carcinomas
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que ndo existe diferenga significativa entre os valores de T120 e T150, permitindo o seu

agrupamento.

A tabela 8 abaixo mostra os valores absolutos e percentuais da soma dos grupos

T120 e T150, com os valores do grupo T200:

Tempo T120 + T150 T200 Total
Micro
In situ 65 (54,62%) 54 (43,37%) 119
Microinvasivos 5 (20,83%) 19 (79,16%) 24
Submucoso 3 (12%) 22 (88%) 25
Invasivo 5(33,33%) 10 (66,66%) 15
Total 78 (42,62%) 105 (57,37%) 183

Tabela 8: mostra a correlagdo absoluta e percentual do total de carcinomas obtidos,

agrupando-se os animais dos grupos T120 + T150 e comparando-os com o grupo T200.

Usando novamente o calculo do Qui-Quadrado (apéndice 4), foi comparado a
incidéncia de carcinomas /n situ € microinvasivos com os submucosos e invasivos,
agrupando-se os animais dos grupos T120 e T150, versus o grupo T200. O valor obtido de
p=0,00007248, portanto p<0,05. Esse resultado mostra que existe diferenga estatistica
significativa entre os grupos T120 + T150 versus T200. Portanto existe associagio
significativa entre o tempo de administragdo da DEN e a gravidade da evoluciio dos
carcinomas encontrados.

A seguir sdo demostradas as microfotografias, figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 e 26, mostrando respectivamente os diagndsticos histologico de
es6fago normal, esofagite, papiloma, carcinoma /n situ, carcinomas microinvasivos mml,

mm2 mm3 e carcinomas submucosos sm1, sm2, sm3:
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Figura 13:

Microfotografia mostrando aspecto histologico do esdfago normal com
aumento de 100 vezes (grupo TO)
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Figura 14: Microfotografia com aumento de 200 vezes mostrando esofagite, notar

presenga de células inflamatorias no epitélio esofagico (grupo T90).
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Figura 15: Microfotografia de es6fago normal com aumento de 200 vezes (grupo TO).

Figura 16: Microfotografia cvidenciando expansdo papilar do epitélio, caracterizando um papiloma
com aumento de 200 vezes (grupo T200).
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Figura 17: Microfotografia mostrando alteragdes de maturagdo celular com atipias evidentes
restritas ao epitélio plano (tipo IIb). Carcinoma In situ aumento de 100 vezes (grupo
T200).

o et

Figura 18: Mmrofotograﬁa mostrando o carcinoma /n situ da figura 17 com aumento de 200 vezes.,
nota-se limite preciso da invasdo epitelial (grupo T200).

T
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Figura 19: Microfotografia mostrando carcinoma microinvasivo mml, nota-se a
progressdo de um carcinoma intra-epitelial invadindo superficialmente a
lamina propria. Aumento de 40 vezes (grupo T200).

Figura 20: Microfotografia mostrando o carcinoma microinvasivo mm1 da figura 19 com
aumento de 100 vezes, nota-se o detalhe da invasdo superficial da lamina
propria (grupo T200).
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Figura 21: Microfotografia mostrando carcinoma microinvasivo mm2 com invasio mais acentuada
da lamina propria aumento de 40 vezes (grupo T200).

Figura 22: Microfotografia mostrando o carcinoma microinvasivo mm2 da figura 21 com aumento
de 100 vezes. Nota-se um crescimento superficial (“superficial spreading™) até o
ter¢co médio da lamina propria (grupo T200).
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Figura 23: Microfotografia mostrando carcinoma microinvasivo mm3. Nota-se invasio superficial da musculares
mucosae. Aumento de 100 vezes (grupo T200).

Figura 24: Microlotografia mostrando carcinoma submucoso sml. Nota-se invasio superficial da submucosa.
Aumento de 40 vezes (grupo T200).
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Figura 25: Microfotografia mostrando carcinoma submucoso sm2. Nota-s¢ invasdo mais profunda
da submucosa. Aumento de 100 vezes (grupo T200).

Figura 26: Microfotografia mostrando carcinoma submucoso sm3. Nota-se invasio cvidente de
toda a mucosa, rebatendo a muscular propria. Aumento de 100 vezes (grupo T200).
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4.1. DIFICULDADES NA CARCINOGENESE QUIMICA EXPERIMENTAL

A utilizacio de modelos experimentais para o estudo da carcinogénese

esofagica foi consolidada na década de 60 (DRUCKREY, 1961).

Desde entio as dificuldades apresentadas para esse estudo foram evidentes. As
drogas utilizadas sdo aitamente toxicas exigindo cuidados adequados para a manipulagiio
das mesmas, com profissionais treinados para esse procedimento. A dose usada € muita
pequena em relagio a solu¢do padriio, com isso o processo de dilui¢do necessita de

materiais de alta precisdo.

Os animais utilizados na maioria dos experimentos sdo ratos ou camundongos
que tem uma longevidade pequena. O tempo de observagdo ¢ prolongado podendo ocorrer
a morte desses animais antes do término do experimento. O efeito toxico do carcinogeno

principalmente no figado, também leva a morte precoce desses animais.

Geralmente a dose da droga é padronizada pelo peso do animal necessitando
correcio da dilui¢do de acordo com a variagio do peso. Isso implica em manipulagio maior
e com riscos e tempo desprendidos inerentes a esse procedimento. Torna-se evidente com
iss0 que a monitorizagdo dessas variantes é fundamentai para obter resultados fidedignos
na pesquisa. Isso exige um cuidado rigoroso dos pesquisadores e profissionais envolvidos

nessa atividade.

Finalmente, a manipulagdo cimirgica desses animais € dificultada pelo seu
tamanho. Deve-se ter cuidado na retirada do espécime em estudo para ndo inutiliza-lo,

perdendo com isso todo o trabalho desprendido durante a realizagio do experimento.

Na tentativa de obviar essas dificuldades contamos com profissionais treinados
na manipulagdo da droga e nos calculos exatos da sua concentrago corrigidas durante todo
o experimento dependendo da variagdio do peso dos animais. A técnica descrita na
metodologia para a retirada do espécime, facilitou a obtengéio da mesma sem perda do

material em estudo.
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A mortalidade devido a toxicidade hepatica foi minorizada usando a DEN em

dias alternados durante todo o experimento (RUBIO, 1983; KRUEL, 1992).
4.2. COMPOSTOS N-NITROSOS E CARCINOGENESE ESOFAGICA

Os compostos N-nitrosos comegaram a ganhar importdncia na década de 1930,
quando a N-nitrosodimetilamina foi estudada como um solvente industrial, por ser soluvel
tanto em hexano como em agua, sendo usada por suas propriedades anti-corrosivas
(HOTCHKISS, 1987). Entretanto, efeitos toxicos agudos, observados em seres humanos,
incluindo insuficiéncia hepatica aguda, motivaram estudos relativos & sua exposigio.
Rapidamente, demonstrou-se que a N-nitrosodimetilamina causava necrose hepatica em
camundongos € cdes expostos a seu vapor (FREUND, 1937). Investigacdes mais detalhadas
dos efeitos toxicos agudos da N-nitrosodimetilamina foi realizada por BARNES &
MAGEE em 1954. A toxicidade aguda, em seres humanos, foi confirmada, pelo uso da
N-nitrosodimetilamina para cometer suicidio, apresentando como causa-mortis

insuficiéncia hepatica (FUSSAENGER & DITSCHUNEIT, 1980).

Demonstrou-se que em tecidos humanos in vifro, expostos &
N -nitrosodimetilamina, houve a alquilagio do DNA (HARRIS et al, 1979). Em todos esses
estudos porém, o nivel de exposi¢io ao composto N-nitroso foi de varias ordens de
grandeza, mator do que a presente no ambiente ou na dieta ¢ a principal preocupagio

consiste na exposigdo cronica ao composto e nio em seus efeitos agudos.

A primeira suspeita de que alimentos poderiam conter ou estarem contaminados
com compostos N-nitrosos surgiu na década de 1950, na Noruega. Animais domeésticos
alimentados com carne de peixe preservada morreram devido a severas alteragdes
hepaticas. A N-nitrosodimetilamina foi posteriormente isolada como fator etiologico das
lesdes hepaticas e se propds que a adigfio de nitrito ao peixe reagiria com as dimetil ¢
trimetilaminas presentes no mesmo, formando o derivado N-nitroso (ENDER et al, 1964).

Posteriormente, estudou-se a formagdo das N-nitrosaminas nos alimentos, demonstrando-se
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que: (a) o processamento de carne de peixe a temperaturas mais elevadas, {b) maior tempo
de estocagem (provavelmente por aumentar a concentragdo de aminas livres, durante esse
tempo) e (¢ ) maiores quantidades de nitritos adicionados ao alimento, determinavam uma

toxicidade maior desses alimentos (ENDER et al, 1967).

O primeiro relato de alimento para seres humanos, contendo composto
N-nitroso, foi feito no inicio da década de 1960, envoivendo cogumelo, sendo identificado
o N-nitroso 4 - metilaminobenzaldeido. Varios outros relatos, indicando a presenga das N-
nitrosaminas em alimentos humanos se seguiram, incluindo peixes e carnes processadas
(ENDER & CEH, 1968), trigo, leite e queijo (HEDLER & MARQUARDT, 1968), carnes
frescas (MOHLER & MAYROHFER, 1968) e queijo (FREIMUTH & GLASER, 1970). O
grande niimero de estudos conduzidos na década de 60 sobre a presenga desses compostos
nos alimentos ingeridos pelo homem, fevou o IARC - INTERNATIONAL AGENCY for
RESEARCH on CANCER em 1978 a sugerir que 0s compostos N-nitrosos poderiam estar

relacionados a etiologia do cancer no homem, especialmente o cancer de esdfago.

O grupo funcional que determina os compostos N-nitrosos € N-N=0 e podem
ser classificados em dois tipos: as N-nitrosaminas, derivados de aminas secundarios e as
N-nitrosamidas derivadas de amidas, uréias, carbonatos ou guanidinas (FRIDMAN, 1971,

CHALLIS, 1981).

Foi demonstrado que as N-nitrosaminas sio compostos bastante estaveis,
sobretudo nas condigdes em que se encontram os alimentos (FAN & TANNENBAUM,
1972), sendo portanto mais comumente encontradas como contaminantes alimentares e
ambientais. Por outro lado, as N-nitrosamidas sdo compostos instaveis em pH, abaixo de
dois e acima de sete. Demonstrou-se que as N-nitrosamidas sdo destuidas pelo processo de

cozimento (KAKUDA, 1930).
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Os compostos N-nitrosos sdo gerados segundo uma reagdo de nitrosacgdo
(RIDD, 1961; CHALLIS & BUTLER, 1968; INGOLD, 1969; MIRVISH, 1975), na qual
um agente nitrosante (X-N=0), gerado a partir de &cido nitroso e um nucleéfilo catalitico
reagem com amina ndo protada ou amida, levando a formagdo do composto N-nitroso.
Aminas secundarias e amidas formam compostos estdveis, porém aminas primarias se

decompdem em nitrogénio molecular e ion carbonium.

Mais de 90% dos 300 compostos N-nitrosos pesquisados em animais foram
capazes de produzir carcinomas (HOTCHKISS, 1987). Entretanto, as atividades biologicas
carcinogénicas das N-nitrosaminas e das N-nitrosamidas possuem diferengas marcantes. As
N-nitrosaminas ndo possuem atividade carcinogénica intrinseca devido 4 sua instabilidade
quimica, sobretudo em pHs elevados. Dessa maneira, € possivel entender que as
N-nitrosamidas sao substdncias mutagénicas que produzem lesdes, preferencialmente, no
local de aplicagdo, em oposi¢io as N-nitrosaminas, que produzem tumor, geralmente, em

sitios distantes do local de apiicagdo.

A ativagio metabolica das N-nitrosaminas € feita através da hidroxilagio do
carbono alfa em relagio ao nitrosamino nitrogénico. A alfa-hidroxinitrosamina resultante é
quimicamente instivel e espontaneamente forma um aldeido € uma monoalquilnitrosamina,
que forma um diazohidréxido primario. A perda do fon hidréxido leva a formagio de um
diazoalcano e portanto a um sal diazenium. Este (ltimo se decompde em nitrogénio
molecular, Nio se sabe ao certo se o intermediario alquilante, ou seja o carcinégeno final é
o diazoalcano (sal diazanium) ou ion carbdénioc (BROOKES et al, 1966; GOLDSTEIN,
1974, ARCHER, 1982).

Demonstrou-se a importdncia da alfa hidroxilagio in-vive, catalizada por um
sistema oxidante, provavelmente o citocromo P450, encontrado na mitocondria dos

hepatocitos ¢ sistema reticulo endotelial do figado e epitélio esofigico (LIJINSKY, 1968).
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Um dos aspectos que mais chamaram a atengdo na carcinogénese, induzida
pelos compostos N-nitrosos, foi que se tratam de carcindgenos capazes de gerar agentes
alquilantes que interagem com o DNA de certos orglos alvo, causando a mutagdo e
a transformagdo neoplasica e, por fim, o carcinoma. Os primeiros estudos que observaram
essa relagdo ocorreram nas décadas de 50 e 60 (MAGEE & BARNES, 1956 ¢ DUCKREY,
1967). Uma extensa revisdo foi feita em 1987, por LIJINSKY, sobre os efeitos
carcinogénicos das N-nitrosaminas em ratos ¢ hamsters, observando que, doses continuas,
via oral, diluidas na agua de beber, produziram respostas, em geral diferentes de doses do

mesmo composto, via gavagem, mesmo com a administracdo da mesma dose total.

Embora o figado tenha sido o sitio comum de muitas nitrosaminas, tanto em
ratos como em hamsters, houve diferenga no padrdo de resposta ao tratamento com esses
carcindgenos, dependendo do animal utilizado. O eséfago foi o sitio de indugio tumoral
mais freqiiente em ratos, porém nfo se observou carcinoma de esdfago nos hamsters

tratados.

A descoberta dos efeitos organotropicos das nitrosaminas permitiu o
desenvolvimento de modelos de estudo de cancer nos varios sitios dessa doenga,
observados no homem. Nas linhagens de rato, utilizadas mais freqilentemente, as
dialquilnitrosaminas simétricas induzem ao céncer de figado e, em menor proporgio, ao
cdncer renal, puimonar e esofagiano. Por outro lado, as dialquilnitrosaminas assiméiricas
levam a maior incidéncia do cincer de eséfago (DRUCKREY, 1963; HOTCHKISS, 1987).
Contudo, varios trabalhos utilizando a dietilnitrosamina (uma dialquilnitrosamina
simétrica), mostraram ser ela capaz de provocar a carcinogénese esofagiana, contrariamente

ao esperado (BAKER, 1974; REUBER, 1975 ¢ 1976, RUBIQ, 1982 ¢ 1983).

Esta contradicio levou REUBER em 1976 a questionar se as diferentes
localizacBes dos tumores produzidos pelas nitrosaminas, tanto simétricas como
assimétricas, poderiam ser quantitativas em vez de qualitativas, isto € a indug8o de tumor,
em determinado Orgdo alvo, seria dependente mais da dose de nitrosamina administrada do

que da estrutura quimica da referida nitrosamina.
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A demonstragéo de que o tratamento com a dietilnitrosamina causa carcinoma
esofagico, além de hepatica, levantou, inicialmente, a suspeita de que poderia haver acdo
carcinogénica direta da droga, na indugdo do tumor esofagico, ou que o intermediario
alquilante poderia ser produzido localmente e ndo, necessariamente, dependente da

metabolizagio hepatica (CLAPP, 1967).

Essa segunda hipdtese, mais provavel, também é discutida em trabalhos
posteriores, nos quais se assumem que o esdfago possuiria potencial bioquimico de
produzir o carcinoégeno propriamente dito (BAKER, 1974). Esse modelo de ativagio
enzimatica para explicar o efeito carcinogénico da dietilnitrosamina, com formacio de
mtermediario alquilante, ¢ plausivel para explicar a umorogénese hepatica induzida por
essa nitrosamina, considerando o figado como grande sitio do metabolismo enzimatico.

Entretanto, ndo explica a indugdo de tumor em outros sitios, como por exemplo, o eséfago.

Posteriormente, estudos realizados na década de 90 demonstraram existir
correlacdo entre a dose e o tempo de exposicio & dietilnitrosamina e o sitio de inducio
tumoral, sendo que a aplicagdo de doses altas de nitrosaminas produziam mais carcinomas
hepaticos e doses baixas e por tempo prolongado induziam mais carcinomas esofagicos

(PETO, 1991).

Nesse estudo, foi usado como agente carcinogeno a dietilnitrosamina na dose
de 10mg / kg de peso, oferecida na agua de beber dos ratos WISTAR, trés vezes por
semana. Essa metodologia foi aplicada, tentando-se com isso diminuir os efeitos
hepatoxicos e nefrotdxicos da DEN (RUBIO, 1982, 1983; KRUEL, 1992). obtendo-se com

1550 uma mortalidade menor dos animais de experimentagio.

O aparectmento do carcinoma epidermodide no esdfago ocorreu a partir do
grupo T120 (120 dias de exposigéo a droga), de modo que modelo experimental proposto
mostrou-s¢ efettvo em produzir carcinoma epidermoide do eséfago. Considerando um total
de 30 animais que sobreviveram ao uso da DEN ( T120 = 19 animais, T150 = trés animais

e T200 = oito animais) e desenvolveram céncer esofigico, foram diagnosticados 183
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carcinomas espinocelular do esdéfago, com a média de 6.1 carcinomas, por animal
examinado.

A DEN mostrou uma especificidade significativa em causar carcinoma
esofagico, ja que ndo ocorreu nenhuma lesdo gdstrica e houve apenas sete
hepatocarcinomas, duas metastases hepéticas, um cisto hepatico hemorragico ¢ uma
metastase pulmonar nesse grupo de 30 animais.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram  a idéia de que a
dietilnitrosamina, mesmo sendo uma dialquilnitrosamina simétrica, € muito efetiva em
induzir cncer do eséfago, e isto deve-se, provavelmente, ao uso da droga em dose baixa e

a um tempo prolongado de exposi¢ao do animal de experimentagao.

4.3. INCIDENCIA DE CANCER ESOFAGICO EM MODELOS EXPERIMENTAIS
INDUZIDOS PELA DEN

Varios autores induziram cdncer esofagico em ratos € camundongos utilizando

a dietilnitrosamina, a tabela 9, abaixo mostra a incidéncia de cincer esofagico induzido

experimentalmente, com compostos N-nitrosos, por varios autores:

Autor / Data Droga / Dose / Tempo Animal / Cincer
Clapp, NK. dietilnitrosamina camundongo RF/Um
1967 4mg / 100ml 100% estémago

+ 6mglkg/dia 18% esofago

22 semanas
Napalkov. N.P. N-metil N nitrosoamilina ratos albines
1969 14n 28mg/kg 11:42 - 26.1%

268.5n 1472 2mg
3 meses n 20 meses

Baker. J.R. dietilnitrosamina hamsters chineses
1974 40 ppar 23% estomago

média 145 dias 15% esdfago
Reuber, M.D. dietilnitrosamina ratos linhagem Buffalo
1975 0.0114% 30%

26 semanas
Mandard. A M. DEN Rato WISTAR
1984 34 10mg/kg 2,5% esofago

até 4 meses
Rubio. C. DEN Camundongo
1987 0.04m1/1000ml 100% esdfago

até 7 meses

Tabela 9: mostra alguns autores que utilizaram a DEN em carcinogénese

esofagica experimental.
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Pode-se observar que a incidéncia de carcinoma epidermdide de esGfago
induzidos pela DEN é proporcional a dose usada, ao tempo de exposigio ao carcindgenoe a
espécie de animal usada na pesquisa. Além disso, na literatura consultada apenas

MANDARD et al, (1984) utilizaram-se de ratos WISTAR para o estudo de carcinogénese

esofagica.

Nesse estudo a droga utilizada foi a DEN, na dose de 10mg/kg de peso, e o
animal utilizado foi o rato WISTAR. Sobreviveram trinta animais dos grupos T120, T150
e T200, os guais ao todo apresentaram 183 carcinomas epiderméides do eséfago com uma

incidéncia de 100%. A média de focos de carcinomas por esdéfago examinado foi de 6.1.

4.4, USO DO LUGOL NO DIAGNOSTICO DO CARCINOMA EPIDERMOIDE DO
ESOFAGO

A coloragdo com lugol para o diagndstico do cancer epidermoide foi
padronizada por SCHILLER em 1933, usado no colo uterino. O principio do método
consiste na presenga ou ndo de glicogénio no epitélio escamoso e sabe-se que as areas de
carcinoma ndo possuem glicogénio portanto ndo sdo coradas pelo lugol, determinando uma

reacdo lugol negativo.

A importincia do uso do lugol, no diagnostico precoce do carcinoma
epidermoide do eséfago, foi claramente evidenciado por SUGIMACHI et al, (1991). Esse
estudo demonstrou que, durante os anos de 1965 a 1969, o lugol ndo era utilizado e o
diagnostico de carcinoma precoce foi determinado em somente 2,6% dos pacientes
examinados, porém, entre os anos de 1985 a 1989, com a utilizagiio do lugol o indice de

diagnostico precoce subiu para 23%.
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A avaliagio endoscOpica associada a coloragio com lugol, como método de
triagem para o carcinoma esofagico, foi realizada em 5.000 pacientes assintomaticos entre
o ano de 1990 e 1993, Foram diagnosticados 17 carcinomas de esdfago, sendo que 60%

desses eram precoces (NISHIZAWA et al, 1994).

A coloragdo com lugol obedece as seguintes precettos: (a) € uma reagdo
quimica entre iodo e glicogénio presente no epitélio escamoso, (b) os graus de coloragio
correlacionam o conteudo de glicogénio no epitélio, sendo mais intensamente corado onde
o conteudo de glicogénio epitelial é maior, (¢ ) as areas ndo coradas pelo lugol
correspondem a lesdes como esofagite, hiperqueratose, papiloma, mucosa gastrica ectopica
(Esofago de BARRETT), epitélio atipico e carcinoma de células escamosas

(KAWAMURA & KOIKE, 1994).

Baseado nesses preceitos e sabendo que, areas ndo coradas pelo lugol, ndo séo
necessariamente wma lesdo cancerosa, KOUZU et al, (1994), propuseram uma classificacéo
baseada na intensidade da colorago, correlacionando-a com o diagnostico histolégico, a

saber:
e Graul - ¢ uma area fortemente corada e corresponde a acantose glicogénica (100%);,

e Grau II - considerado o grau de coloragio de lugol padriio da mucosa esofagica normal

(100%),

o Grau III - é uma lesfio levemente corada, porém, evidentemente, menos intensa que o

padrdo normal ¢ corresponde a areas de esofagite, em 88% dos casos;

o Grau IV - a lesfio fica amarelada com a solugdo de lugol, mas nfio € corada, sendo que o
diagnostico histologico foi de carcinoma em 17,7% e epitélio atipico ou esofagite em

82,3%:;

e Grau V- é uma lesdo completamente néo corada, repelindo a solugio de lugol e parece
branca. O diagndstico histoldgico do carcinoma foi positivo em 80,3% dos casos

examinados.
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Uma situagfio critica para o diagnéstico do carcinoma precoce do esdfago sdo

as lesdes planas tipo 0-1Ib.

Esse tipo de lesdo, dificilmente seria diagnosticado por um exame endoscépico
sem coloragdo com lugol. Geralmente, sdo carcinomas intra-epiteliais ou microinvasivos
(mm1l), cujo tratamento pode ser realizado através de mucosectomia endoscopica,
valorizando ainda mais a importincia do diagnéstico dessas lesdes {MACHIMURA et al,

1994; MORIKAWA et al, 1994, ITO et al, 1994; NAKANO et al 1994).

Nesse estudo, consideramos lugol negativo somente as lesdes compietamente

ndo coradas pelo fugoi que correspondem ao grau V de KOUZU et al, (1994).

Provavelmente, deva-se a isso ao fato da sensibilidade de especificidade, de

100% dos 183 carcinomas diagnosticados, serem lugol negativo.

As lesdes planas tipo 1Ib corresponderam a 102 lesdes, representando 55,73%
dos carcinomas diagnosticados nessa pesquisa. O diagnostico histologico foi de carcinoma
In situ (intra-epitelial) em todas as 102 lesdes tipo IIb. E importante considerar que a
visualiza¢do macroscopica dessas lesdes, por muitas vezes, so foi possivel apds a coloragio
com lugol. A avaliagdo macroscopica a fresco, permite suspeitar das lesdes IIb, em areas
planas na mucosa esofagica com uma coloragdo mais palidas, avermelhadas ou amareladas
com ou sem microerosdes em relagdo ao epitélio adjacente. A coloragdo com lugol mostra
areas de epitélio lugol negativo, sugestivo de lesdo superficial plana tipo Hb. Porém é
necessario esclarecer que nesse estudo as 102 lesdes tipo IIb foram diagnosticadas,
associando-se os achados da macroscopia & fresco, coloragdo com lugol e analise
microscopica, sendo essa Gltima responsavel pelo diagndstico da maioria das lesdes

superficiais planas tipo IIb.
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4.5. LESOES CONSIDERADAS PRECURSORAS DO CARCINOMA
EPIDERMOIDE DO ESOFAGO

As lesdes precursoras sdo definidas como aletragdes histolégicas associadas ao
risco de cancer (CORRI::A, 1982). Os estudos que tentam definir essas lesdes baselam-se

em necropsias € pegas cirurgicas de pacientes portadores de cincer (CRESPL, 1979, 1984).

Estudos realizados por POSTLETHWAIT et al em 1974 e MANDARD et al
em 1978 ¢ 1981, analisaram as alteragdes de mucosa proximas ao tumor denominando de
displasias e considerando como “pré-cancerosas”. No entanto ndo descreveram possiveis
lesdes que precedam a displasia. Uma pesquisa coordenada pelo COORDINATING
GROUP FOR THE RESEARCH OF ESOPHAGEAL CARCINOMA, em 1974 e realizada

na populagio chinesa de alto risco demonstrou que 27% das displasias envoluem para

cancer.

O uso dos termos “pré-canceroso’ou “pré-maligno”é interpretado como
antecedente obrigatério para o carcinoma invasivo (CORREA, 1982). Sabe-se no entanto
que muitas dessas lesdes nido evoluem para carcinoma invasivo (KRUEL, 1992). Baseado
nisso foi proposto o uso do termo “precursor por implicar condi¢des que precedem
cronologicamente o cancer porém a progressdo para a doenga invasiva nio seria inexoravel.

(KRUEL, 1992).

As lesdes mais frequentemente consideradas como precursoras do carcinoma
epidermoide do esdfago segundo KRUEL, 1992 sdio: (a) Esofagites - essa lesdo ¢
prevalente em 96% dos pacientes portadores de carcinoma esofagico na China ¢ Ird e em
58% na Africa do Sul e Japdo (ROSE, 1981), (b) Acantose glicogénica e leucoplena - é um
termo usado para designar areas de acumulo de glicogénio na superficie da mucosa
esofigica e segundo CRESPI em 1979 ¢ um achado frequente em populacdes de alto risco.
(c ) Atrofia supra papilar - é encontrada em 8 a 13% da populagio do nordeste do Ir§, pode
estar associada A hiperplasia da camada basal, traduzindo uma alteragio na maturagio

celular (KRUEL, 1992). Em estudo recente relacionando pacientes com esofagite cadstica e
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o desenvolvimento de carcinoma esofagico, o achado histolégico de atrofia supra-papilar
foi frequente nos pacientes que desenvolveram carcinoma epidermoéide do esofago
(MOURA, 1996). (d) Papilomas - é definido morfologicamente como um crescimento
exofidico do epitélio esofagico. A sua presenga na popuiagio de alto risco € pequena porém
mais fregiiente em modelos experimentais. (MANDARD, 1984). (e) Displasias - sdo
consideradas como aiteragdes do espitélio esofagico, mudando a sua arquitetura, com
proliferagio de células atipicas e perda parcial da polarida, constituindo clones celulares
com fendtipo morfologicamente anormal (KRUEL, 1992). Sdo divididas em minimas,

moderadas e acentuadas conforme o grau de comprometimento do epitélio.

No presente estudo tende-se a considerar a esofagite, acantose glicogénica,

teucoplasia e papilomas como alteragdes paraneoplésicas e ndo pré-neoplasicas.

A atrofia papilar parece ser uma alteragio genotipica inicial que pode evoluir

para um fenodtipo tumoral (MOURA, 1996).

Um dos pontos mais conflitantes no diagnostico histologico do carcinoma
precoce do esdfago é a diferenga conceitual entre displasia e neoplasia intra-epitelial

(Carcinoma fn situ).

As displasias foram conceituadas inicialmente como alteragdes citologicas

sugestivas mas nio conclusivas de neoplasia no colo uterino (PAPANICOLAQU, 1949).

Em 1961 a Academia Internacional de Citologia, através do seu Comité de
Terminologia aprovou o termo displasia orientando que deveria ser considerado carcinoma
In situ as lesdes que apresentavam células atipicas e ocupavam toda a espessura do epitélio,
sendo classificadas como displasias, todas as lesGes que apresentavam disturbios de
diferenciagdo celular e que ndio ocupavam toda a espessura do epitélio (WIED, G.L, 1962).
Entretanto essa classificagio histologica permanceu controversa devido a dificuldade de

diferenciar displasia de carcinona /n situ.
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Em 1985 DRAKE propos o termo neoplasia intra-epitelial pré-cancerosa como
Unica terminologia para as lesdes “precursoras”das neoplasias epiteliais, porém persistiram

as divergéncias. (DRAKE, 1984).

Em 1989 a Sociedade Americana de Citologia propds os termos lesdo intra-
epitelial escamosa de baixo grau e lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau para designar
as alteragdes citopatologicas do colo uterino, considerando o potencial dessas lesGes em

desenvolver carcinoma invasor.

Esse modelo de classificagio citopatologica do colo uterino foi adotado por
KRUEL em 1992 para o estudo citologico do carcinoma epidermoide de esdfago em

animais de experimentagao.

Em 1989 RUBIO estudou 119 especimes de esofagectomia com neoplasia
intra-epitelial classificando-as como: (a) neoplasia intra-epitelial de baixo grau (incluindo
displasias leve e moderada), (b) neoplasia intra-epitelial de alto grau (incluindo displasia
severa e carcinoma In sitw), (c ) carcinoma escamoso micro-invasivo (carcinomas que

invadiam até a sub-mucosa ¢ nio apresentavam metastases para linfonodos regionais).

A Escola Japonesa classifica os carcinomas como: (a) carcinoma fr situ ou
neoplasia intra-epitelial - todas as lesdes restritas ao epitélio, independentemente da
espessura do epitélio que essas lesdes ocupam, (b) Carcinoma micro-invasivo - todas as
lesdes que invadem a lamina propria até a musculares mucosae e sub-divide em
(mml,mm2 e mm3), (¢ ) Carcinoma submucoso - todas as lesdes que invadem a
submucosa até proximo a muscular propria e sub-divide em (sml, sm2 e sm3), (d)
Carcinoma avangado,quando havia invasdo da muscular propria e/ou além dessa. (GUIDE
LINES for the CLINICAL and PATHOLOGICAL STUDIES on CARCINOMA of the
ESOPHAGUS by JAPANESE SOCIETY for ESOPHAGEAL DISEASES, 1976).
Portanto o termo displasia ndo € usado para designar alteragdes de maturagio do epitélio

esofagico.
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Objetivando estabelecer possiveis diferenciagbes histologicas entre displasias e
carcinoma precoce do esdfago, OHKURA et al, em 1991, estudaram 205 bidpsias
obtidas de 40 esofagos examinados por endoscopia. Foi estabelecido um critério de
achados histologicos cujo o escore final permitia o diagnostico de carcinoma baseado nas
bidpsias, a saber: (1) aumento do nucleo, (2) contorno e tamanho irregular do nucleo, (3)
aumento da relacio nucleo citoplasmatica (4) arranjo irreguiar da camada basal, (5)
crescimento papilar para baixo do epitélio escamoso atipico, esse sugestivo de carcinoma

infiltrative na mucosa.

Baseando nesses critérios histolégicos, o autor concluiu que 70% dos
diagnosticos de displasias obtidos pela biopsia ao exame microscopico do especime

cirurgico ressecado passaram a ser diagnosticados como carcinomas.

Seguindo essa mesma linha de estudo, WATANABE et al, em 1991,
compararam amostras cirurgicas de esofagectomia com diagndstico anaiomo patologico de
displasia com carcinoma precoce ¢ avangado. Os critérios histologicos seguidos foram
semelhantes ao de OHKURA et al (1991). Os achados histologicos das lesdes consideradas
neoplasias intra-epitelias (carcinoma /n sifu e assim chamada displasia) e os carcinoms
invasivos foram semelhantes. Portanto ndio existiu diferenciagio histologica entre displasia
e carcinoma /n situ  Entretanto houve uma diferenca marcante entre epit€lio imaturo

reativo {inflamatorio) e lesdes neoplasicas.

Considerando esses resultados histolégicos associados ao indice de marcagio
por BrdU, o autor conclui que as alteracdes das células escamosas esofagianas devam ser
classificadas em trés tipos: (1) epitélio imaturo reativo, que comrespondem as lesdes
benignas como esofagite, erosdo, ulcera hiperplasia como o papiloma de células escamosas;
(2) carcinoma como atipia de baixo grau; (3) carcinoma com atipia de alto grau, sendo que
os itens (2) e (3) foram classificados de acordo com os indices de marcagdo por BrdU. A
proposigio final desse autor é que o termo “displasia de células escamosas’seja

abandonado.
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A principal dificuldade da terminologia consiste em usar duas expressdes
(displasia ¢ carcinoma In situ), para designar o mesmo processo biologico. O problema
mais significativo decorrente disso € que dependendo da terminologia usada, pode-se
determinar condutas terapéuticas distintas para uma mesma doenga, com prejuizos 6bvios

para o paciente.

Nesse estudo foram diagnosticados 183 carcinomas de esofago; dos quais 119
carcinomas foram classificados como n situ (intra-epitelial), representando 65,02% do
total. A analise histologica nfo mostrou nenhum caso de displasia, pois as altera¢des
anatomo patoldgicas das lesdes intra-epiteliais foram semelhantes descritas por OHKURA

et al e WATANABE et al em 1991 e portanto classificadas como carcinomas 7 situ.

Nesse estudo foram evidenciados varios carcinomas em um mesmo esdfago
examinado (média 6, 1 focos de carcinoma), os quais apresentavam niveis de invasio da
parede esofagica distintos. Ocorreram 119 carcinomas /n situ {65, 02%), 24 carcinomas
micro-invasivos (13,11%), 25 carcinomas submucosos (13,66%) e 15 carcinomas
invasivos. Contudo as alteragdes histologicas foram semelhantes independente do nivel de
invasdo apresentada pela neoplasia. Portanto ndo parece adequado classificar uma lesdo que
tem alteragbes histologicas semelhantes ao carcinoma invasivo como displasia, tendo como
finico argumento o grau de acometimento epitelial. Esse argumento € corraborado pelo
modelo de carcinogénese esofigica experimental usado nesse estudo, sabendo-se da

efetividade da dietilnitrosamina em induzir carcinoma epiderméide do esdfago.

E importante considerar que possivelmente o que ocorra ¢ a presenga de um
gendtipo tumoral desde o inicio da multiplicagdo celular até atingir uma expressdo

fenotipica de carcinoma que pode, entdo, ser reconhecida diretamente.
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4.6. CANCER DO ESOFAGO: CLASSIFICACAO HISTOLOGICA E CONDUTA
TERAPEUTICA

Os critérios utilizados para classificar as neoplasias de estdmago como cancer
precoce, definidos em 1981, foram bem aceitos no contexto mundial (JAPANESE
RESEARCH SOCIETY FOR GASTRIC CANCER, 1981). Existem algumas propostas
para classificagio do céncer do esbfago, porém estas ainda ndo foram bem aceitas
internacionalmente. Isto ocorre, devido a alta incidéncia de recidivas nos pactentes

operados de carcinoma esofagico, pretensamente classificados como precoce

(SUGIMACHLI, 1991).

Em 1990, KATO et al., estudaram, durante o periodo de 1968 a 1988, 1006
pacientes portadores de carcinoma “precoce’do esofago com nivel de invasdo restritos a
mucosa e submucosa. Esse estudo mostrou que 0s carcinomas restritos a mucosa
encontrados em 92 pacientes, ocorreu comprometimento linfonodal em somente um caso
(4,1%) e a sobrevida em cinco anos foi de 83,5%. Por outro lado os carcinomas que
invadiam a submucosa, ocorreram em 68 pacientes, apresentando comprometimento
linfonodal em 24 casos (35,3%), e a sobrevida em cinco anos foi de 54,9%. Esse estudo,
deixou claro que cancer de esdfago restrito a mucosa € submucosa sdo estagios diferentes
de uma mesma doenga com prognosticos diferentes. Portanto o termo carcinoma

“precoce”do esdfago usado para lesGes que invadiam a submucosa precisava ser revisto.

Em 1991, SUGIMACHI, et al., estudaram 2130 pacientes, portadores de cancer
esofagico durante o periodo de 1965 a 1989. Foram diagnosticados 243 casos, de
carcinoma com niveis de invasdo restritos a mucosa ¢ submucosa. Desses 36 pacientes
(14,8%), tinham invasdo somente da mucosa, com quatro linfonodos comprometidos em

trés pacientes (1,23%), a sobrevida em cinco anos, desses pacientes foi de 88,4%.
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Contudo os 197 pacientes portadores de carcinoma submucoso, apresentaram
118 linfonodos comprometidos em 64 pacientes (23,6%). A sobrevida em cinco anos,
destes pacientes somada a dos pacientes portadores de carcinoma, restritos a
mucosa foi de 54,5%. Esta queda na sobrevida foi muito significativa. Baseado nisso, os
autores propuseram uma nova classificacdo para o cancer esofigico, considerando precoce
somente as neoplasias restritas ao epitélio e a mucosa, sendo que os carcinomas

submucosos continuaram a ser considerados superficiais mas ndo “precoces”.

Em 1993, KITAMURA et al, estudaram 75 pacientes com carcinoma
superficial do es6fago submetidos a esolagectomia e desses, 16 casos eram restritos ao
epitélio ou a mucosa e ndo apresentavam metastases linfonodal em nenhum caso. Os
carcinomas superficiais submucosos foram diagnosticados em 39 pacientes e apresentavam
comprometimento linfonodal, em 22% dos casos, com invasdo vascular em 27%. Nos 46
pacientes portadores de carcinomas submucosos sem comprometimento linfonodal, 13
casos (22,1%) apresentaram invasdo vascular A sobrevida em cinco anos dos pacientes
portadores de carcinoma submucoso com metastases linfonodal ou invasdo vascular, foi de
37,6%, enquanto que os casos onde ndo havia comprometimento linofonodal ou 1nvasao
vascular tiveram 60% de sobrevida em cinco anos. Esse autor constatou em 74 pacientes
com carcinomas que invadiam a muscular propria, 47,3%, desses ndo tinham mestastases
linfonodais e 36,5% ndo mostravam invasdo vascular. A sobrevida dos pacientes
portadores de carcinoma com invasdo da muscular propria sem metastases linfonodais ou
invasiio vascular foi de 32,6%, portanto semelhante aos 37,6% de sobrevida em cinco anos,
dos pacientes portadores de carcinoma submucoso com comprometimento linfonodal ou
vascular. Baseado nesse estudo o autor concluiu que o carcinoma submucoso do es6fago

deve ser classificado como carcinoma avangado.

O termo “precoce” tende a designar uma doenga a qual uma vez diagnosticada
e classificada como precoce, é passivel de ser curada através de medidas terapéuticas
adequadas. Portanto o uso desse termo para neoplasias restritas ao epitélio ¢ a mucosa
parece adequado, pois o potencial curativo decorrente do tratamento dessas lesGes ¢

proximo de 100% dos casos.
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O diagndstico do cancer precoce do esdfago € possivel através do
reconhecimento macroscopico das lesdes superficiais auxiliada pela coloragdo com lugol

(SHIMADA, et al., 1994, OHMORI, et al., 1994; NAGAWA, et al., 1994).

Em 1994, NAGAWA & WATANABE, estudaram 181 lesdes superficiais de
esdfagos operados, comparando os achados macroscopicos com a classificagdo histologica
dessas lesdes, admitindo que o carcinoma /n situ (intra-epitelial) poderia ser classificado
junto com © carcinoma microinvasivo mml. Foi observado que as lesdes elevadas tipo I
atingiram a submucosa em 96% dos casos (28/29), e somente uma lesdo (3,4%) estava
restrita a mucosa. As lesdes superficialmente elevadas tipo I a, encontravam-se restritas a
mucosa em 73,2% dos casos (30/41) e invadiam a submucosa em 26,8% das vezes (11/41).
As lesdes deprimidas das tipo II ¢, atingtam somente a mucosa em 87% dos casos (36/41)

e a submucosa em 12,2%.

Nas lesdes deprimidas tipo III todas invadiam a submucosa {100%). As lesdes
planas tipo II b ou areas de II b combinadas com outras lesdes foram classificadas como
carcinoma mucoso em 100% dos casos (66/66). Nos carcinomas mucosos mm1 e mm2, nio
foram encontrados nenhum comprometimento linfonodal ou vascular, ¢ nos mm3 houve

comprometimento vascular em um caso (1/13), porém sem metastases linfonodal.

Também em 1994, OHKURA, estudou 108 casos de cidncer esofagico restritos
a mucosa encontrando invasfo linfonodal ou vascular em 3% dos carcinomas mm2, 27%
nos carcinomas mm3 e nenhuma invasdo linfonodal ou vascular foi diagnosticada nos

carcinomas mm1.

Baseando-se no resultado desses estudos acima citados foi proposta a seguinte
conduta terapéutica nos carcinomas superficiais do esdfago: todos os carcinomas
superficiais do esdfago devem ser submetidos a mucosectomia endoscOpica. Apos o
diagnostico histologico, os carcinomas mm1 sdo considerados curados, os mm2 devem ser
acompanhados clinicamente e os mm3 com possibilidade de invasdo linfatica ou vascular

devem ser submetidos a resecgdio cirargica radical, ou seja esofagectomia.
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Todos os carcinomas submucosos devem ser operados {(NAGAWA &
WATANABE, 1994). A técnica de mucosectomia deve permitir uma reseccdo ampla e

profunda da mucosa (MOREIRA, 1995).

Varios estudos demonstraram que as lesdes superficiais elevadas tipo I
apresentam niveis de invasdo mais profundas no esdfago, isso também € valido para as
lesdes deprimidas tipo I11. As lesdes superficiais tipo II a ¢ Il ¢, invadem a submucosa com
pouca freqiiéneia e as lesdes superficiais planas tipo I b, de um modo geral, sdo restritas a

mucosa ( NAGAWA & WATANABE, 1994, KATQO, 1995, MOMMA, et al.1995;
YAMADA, et al., 1993).

Os carcinomas esofdgicos provavelmente iniciam-se como lesGes planas pouco
invasivas, porém quando essas lesdes se elevam fazendo saliéncia na mucosa esofégica, o
crescimento e o grau de invasdo aumentam rapidamente (NAGAHAMA & NISHIZAWA,
1994; OHMORI, et al., 1995; HAYASHI, 1995; HOSOI, 1995).

No presente estudo pode-se observar que o rato submetido a ingestdo de
nitrosamina tende a fazer também lesdes macroscopicamente elevadas como ja foram
observados por MANDARD, (1984). Porém, contrariamente a esse autor, podemos
observar varias lesdes superficiais tipo I1I a e II b. Dentre o total de 183 carcinomas
diangosticados, foram encontradas 135 lesdes superficiais, destas 33 eram tipo Il a e 102

tipo I1 b, representando juntas 73,7% das lesdes superficiais .

Foram observados também que as lesdes elevadas tipo Ip e Ipl, ja apresentavam

niveis de invasdo além do epitélio ¢ 61,11% delas atingiram a submucosa (11/18).

As lesBes tipo II a apresentavam invasdio predominantemente de mucosa sendo
responsaveis por 70,8% das lesGes microinvasivas (17/24). As lesdes tipo II b foram todas

restritas ao epitélio, representando 85,7% dos carcinomas /n situ (102/119).
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Os resultados desse estudo estdio em conformidade com a literatura consultada
no sentido de que as lesdes elevadas tendem a serem mais invasivas, enquanto que as lesdes

planas tipo I b ¢ II a sdo predominantemente restritas ao epitélio e a mucosa.

Portanto, o diagnostico das lesdes realmente precoces do esdfago necessita de
um exame endoscopico adequado, no qual a coloragdo com lugol e um estudo histologico
criterioso sdo indispensaveis. Essa metodizaglo, aplicada principalmente em pacientes de
alto risco, permite uma eficicia maior no diagnostico do céncer epidermoide do esdfago.
Tais procedimentos aumentam os indices de sobrevida dos pacientes e possibilitam um

tratamento especifico para cada caso.
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A anilise dos resultados do presente estudo permitiram as seguintes conclusdes:

1) O modelo experimental de carcinogénese esofagica adotado foi efetivo, induzindo 183
carcinomas epidermoide de esdfago em trinta animais sobreviventes nos grupos T120,

T150 e T200 com a média de 6.1 focos de carcinoma por animal examinado.

2) As alteragdes macroscopicas encontradas no carcinoma epiderméide precoce do esofago
nos animais, mostraram um predominio das lesdes superficiais, principalmente as lesGes
tipo I b, responsaveis por 85,7% dos carcinomas f» situ (102/119) e as lesdes tipo Il a
representando 70,8% dos carcinomas microinvasivos restritos a mucosa (17/24). As
lesdes elevadas tipo I e Ipl apresentaram predominantemente mniveis de invasdo

submucosos e determinaram 61,11% dos carcinomas submucosos.

3) A maioria dos carcinomas precoces do eséfago foram encontrados em lesdes superficiais
tipo II a e I b, cuja o reconhecimento macroscopico ¢ dificil, e portanto o exame
cuidadoso da mucosa associado a coloragdo com lugol e um estudo histolégico criterioso
(principalmente nas lesdes tipo II b) foram fundamentais para estabelecer esse
diagndstico. A coloragdo com lugol, nesta pesquisa foi negativa em todas as lesdes

neoplasicas diagnosticadas.

4) Esse modelo experimental permitiu reproduzir de maneira eficiente a classificacdo
histoldgica, padronizada pela Escola Japonesa, classificando claramente os carcinomas
In situ, (intraepitelial), microinvasivos {(mml, mm2 e mm3), submucosos
(sml, sm2 e sm3) e os invasivos, ocorrendo correlagdo significativa com as lesdes
macroscopicas encontradas. Nesse estudo ndo foi diagnosticado nenhum caso de
displasia, uma vez que as alteragdes de maturacdo celular existentes no epitélio
esofagico eram semelhantes aos carcinomas microinvasivos, submucosos e invasivos.
Portanto todas as alteragdes de maturagdo celular intraepitelial, independente do grau de
acometimento do epitélio foram classificada como carcinoma fn sifu. Essa pesquisa
permitiu obter conhecimentos mais adequados da histologia dos carcinomas superficiais

do esdfago.
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THE EXPERIMENTAL ESOPHAGEAL CARCINOGENESIS.
CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE HISTOGENESIS OF
EPIDERMOID CARCINOMA OF THE ESOPHAGUS.

This research was scheduled to study the histogenesis of the epidermoid carcinoma
of the esophagus. For so, the Wistar rats and the diethilnitrosamine carcinogen (DEN), in
the dosage of 10 mg/kg of weight, were used as an experimental model. The animals were
kept in separeted cages, helding 5 in each, according to their sex.

Aiming to recognise the distinct morfological alterations in the lesions, a
chronogram of animal sacrificies was established as follows: TO - control group (ten
animals) ; T90 (ten animals) ; T120 (twenty animals) ; T150 (five animals) and T200
(twenty animals). The control group ingested only water during the experiment, while the
others ingested DEN solution, and were sacrificed in those determined intervals.

The macroscopic study and the lugol staining for temporary observation were
performed, and its classification obeyed the Japanese School. Among the animals that
survived in groups T120, T150 and T200, 183 esophageal carcinomas were found, with an
average of 6.1% focus of carcinomas per esophagus examined. The macroscopic lesions
diagnosed were: type Ip - eleven carcinomas (6.01%) ; type Ipl - eight carcinomas (4.37%)
- type Ila - thirty three carcinomas (18.05%) ; type IIb - one hundred and two carcinomas
(55.73%) ; type II - five carcinomas (2.73%) ; mixed type - nine carcinomas (4.92%) ;
Borrmann 1 - three carcinomas (1.64%) ; Borrmann II - five carcinomas (2.73%) and
Borrmann IIT - seven carcinomas (3.82%).

The microscopic classification of these 183 carcinomas also followed the Japanese
School parameters. It was diagnosed 119 carcinomas
In situ, limited to the mucosa (65.02%), and 24 microinvading carcinomas which did

invade the muscularis mucosa (13.11%). Among the latest, seven were mm! (3.82%),

fiften mm2 (8.19%), and two mm3 (1.09%). The submucous carcinomas presented

different levels of submucosa invasion. Twenty five carcinomas were diagnosed (13.66%),
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from which 12 were sml (16.55%), ten sm2 (5,46%), and three sm3 (1.63%). Fiften
(8.19%) invading carcinomas did occur,

The statistical X° test showed a significant difference (p < 0.05) between the levels
of carcinoma invasion of groups T120 and T150 versus T200, with the latest showing a
greater number of invading lesions.

It was observed that the elevatad lesions of type Ip and Ipl presented levels of
invasion mainly of submucosa (11/18 = 61.11% of the cases). In contrast, the Ila
superficial lesions presented levels of invasion limited mainly to the mucosa in 70.8% of
the cases (17/24), while the type IIb superficial lesions were all limited to the epithelium,
representing 85.7% (119/162) of the
In sity carcinomas.

The results of this study are in accordance with the consulted literature. While the
elevated lesion tends to be more invasive, the type IIb and ila flat lesions are limited
mainly to the epithelium and the mucosa.

One of the objectives of this study was to obtain the possible histological
differentiation between dysplasia and /» situ carcinoma (intraepithelial). The histological
analysis did not show any case of dysplasia,
and the alterations of celular maturation in the epithelial lesion were similar to the
microinvading carcinomas, submucous and invading, so they were classified as /n situ
carcinomas.

It is important to consider that, probably, at the very beginning of the celular
multipliction there is already a tumoral genotype which reaches a phenotypical expression
of carcinoma that can be recognised at once.

The main difficult in terminology consists in using two expressions (dysplasia and /»n
situ carcinoma) to nominate the same biological process. The most significant problem that
arises is that, depending on the terminology employed, distinct therapeutic conducts may

be dictated to the same illness, with evident detriment to the patient.
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Apéndice 1:

40 17 54 119
2 3 19 24
2 ] 22 25
5 0 10 15

57 21 105 183

O calculo do Qui-Quadrado mostra que 33.3% dos valores esperados sdo menores que 5 e

que para o valor de 24,02 ¢ 8 graus de liberdade, encontramos p = 0,000401. Portanto : p <

0.05.

Conclusdio : existe diferenga significativa entre os grupos ao nivel de 5%, embora 33,3%

dos valores esperados sejam menor que 5.
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Apéndice 2 :

48 17 65
2 3 5
2 1 3
5 0 5

57 21 78

O caleulo do Qui-Quadrado mostra que o resultado foi de 4.70 e que para 3 graus de

liberdade o valor de p = 0,13473713, € que p > 0,05.

Conclusdio ©  estes resultados mostram que € possivel comparar os valores das somas de
T120 + T150, com os valores de T200, agrupando os valores de carcinoma /r situ +

microinvasivo versus carcinoma submucoso + invasivo.
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Apéndice 3 :

50 20 70
7 1 8
57 21 78

Aplicando-se o Teste Exato de Fischer, o valor de p=0,4374781, ¢ p> 0,05,

Conclusdoe : este resuitado mostra que nio existe diferenga significativa entre os valores de

T120 e T150.
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Apéndice 4 :

65 54 119
5 19 24
3 22 23
5 10 15

78 105 183

O calculo do Qui-Quadrado mostra que o resultado foi de 21.78 e que para 3 graus de

liberdade o valor de p = 0,00007248, e que p < 0,05.

Conclusdio : estes resultados mostram que existe diferenca estatistica significante entre os

grupos T120 + T150 versus T200.

Portanto, existe associagfio significativa entre o tempo de administracio da DEN e a

gravidade da evolugdo do carcinoma encontrado.
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Apéndice 5:

COMPOSICAO BASICA DA RACAO*

Milho Farelo de Arroz Cru
Farelo de Trigo Carbonato de Calcio
Farelo de Soja Fosfato Bicalcico
Farinha de Carne Sal

-------------------------------------

------------------------------------------------------

------------------------------------------------------

Vitamina A - 20.000 Ul Piridoxina - 6 mg
Vitamina D3 - 6.600 Ul Biotina - 0,1 mg
Vitamina E - 30 UI Acido Félico - 0,5 mg
Vitamina K - 6 mg Manganés - 50 mg
Vitamina B12 - 10 mcg fodo -2 mg

Vitamina b2 - 8mg Ferro - 65 mg
Pantotenato de Calcio - 24 mg Zinco - 35 mg
Niacina - 95 mg Cobre - 26 mg
Tiamina - 4 mg Antioxidante - 100 mg

Colina - 2.000 mg

------------------------------------------------------------------------------------------------------

----------------------------

Umidade - 13% (maximo)
Proteinas - 23% (maximo)
Extrato Etéreo - 2,5% (maximo)
Matéria Fibrosa - 8,0% (maximo)
Matéria Mineral - 8,0% (maximo)
Calcio - 1,8% (maximo)

Fésforo - 0,8% (minimo)

* NUTRIMENTOS PURINA LTDA

..........................................................

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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