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RESUMO




O cancer ¢ atualmente a segunda causa de morte nos paises desenvolvidos.
Embora tenham sido obtidos alguns avangos no seu tratamento, o prognéstico da doenca
amnda esti longe de ser satisfatorio. Apesar do céncer de esfago nfio estar entre 0s mais
freqiientes, sendo a quarta neoplasia que mais acomete o aparelho digestivo do homem, seu
estudo € muito importante, principalmente por duas razbes: atinge as pessoas numa das
fung¢Ges mais importantes para a manutengio da vida, a nutricio; e as taxas de incidéncia s#o
muito similares as de mortalidade, demonstrando a ineficiéncia do tratamento. A melhora
desta realidade pode ser conseguida de duas maneiras: diagndstico e tratamento precoce e
prevengdo. Assim, a procura de substdncias que possam interferir na carcinogénese,
impedindo o aparecimento de tumores, parece ser uma idéia atrativa. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da vitamina C na inibigio da carcinogénese esofagica experimental

induzida pela dietilnitrosamina (DEN).

Foram estudados 240 ratos da raga Wistar todos machos, com peso médio de
155g ¢ tr€s meses de idade. Os animais foram acondicionados em gaiolas com cinco ratos
cada, recebendo agua e alimentagio ad libitum. As drogas eram colocadas na agua, sendo a
DEN usada na dosagem de 10mg/kg/dia e a vitamina C, na de 1290mg/kg/dia. Para melhor
estudo dos efeitos destas substdncias, os animais foram divididos em grupos segundo a
droga ou drogas que receberiam: grupo I, controle, somente dgua nos sete dias da semana;
grupo I, vitamina C nos sete dias da semana; grupo ITI, DEN trés dias por semana e agua
nos outros quatro dias; grupo IV, DEN trés dias por semana ¢ vitamina C nos outros quatro
dias; grupo V, DEN e vitamina C juntos no mesmo frasco, por trés dias, ¢ agua nos outros
quatro dias; e grupo VI, DEN e vitamina C juntos no mesmo frasco, por trés dias, € vitamina
C nos outros quatro dias. Cada grupo foi dividido em subgrupos de 10 animais, segundo o
tempo de observagdo (T), sendo o sacrificio dos animais realizado em quatro diferentes T:
90, 120, 150 e 180 dias. A seguir, o esOfago era removido e avaliado macro e

microscopicamente, para a identificagio de tumores.

A andlise dos resultados mostrou que nos grupos I, IT ¢ nos T90 e T120 dos
grupos I, IV, V e VI nao ocorreu a formagio de nenhum tipo de tumor. No T150, na
analise macroscopica, foram encontradas 10 lesdes no grupo III (1 lesdo por animal) e sete

lesdes no grupo IV (0,7 lesdo por animal), nfo ocorrendo nenhuma lesdo nos grupos Ve VL
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Na analise microscopica foram identificadas seis lesGes no grupo III (0,6 lesdo por animal) e
cinco no grupo IV (0,5 lesdo por animal), ndo ocorrendo nenhuma lesdo nos grupos V e V1.
No T180, na analise macroscépica, foram encontradas 48 lesdes no grupo III (4,8 lesdes por
animal); 31 lesdes no grupo IV (3,1 lesdes por animal); cinco lesdes no grupe V (0,5 lesdo
por animal) e uma lesdo no grupo VI (0,1 lesdo por animal). Na anAlise microscépica foram
identificadas 23 lesGes no grupo HI (2,3 lesdes por animal); 17 lesdes no grupo IV (1,7
lesBes por animal); trés lesdes no grupo V (0,3 lesdo por animal) e uma lesdio no grupo VI

(0,1 lesdo por animal).

Houve diferenga significativa entre os grupos em rela¢ao a formagio de tumores,
verificando-se no grupo Il o maior indice de neoplasias. Nos gruopos que receberam
vitamina C como inibidor (grupos IV, V e VI) ocorreu menor incidéncia de tumores, sendo o
melhor efeito inibidor observado nos grupos que receberam a vitamina C e o DEN no

mesmo frasco (grupo V e VI),

Dessa forma, pode-se concluir que a vitamina C apresentou efeito inibidor do
aparecimento de tumores de esdfago induzidos experimentalmente com a DEN, com

melhores resultados quando as drogas eram dadas conjuntamente.

Resumo 1



1. INTRODUCAO




1.1. CONCEITOS INICIAIS

O cincer representa, atualmente, a segunda causa de morte em paises
desenvolvidos, superado apenas pelas doengas cardiovasculares. As projegdes numéricas
sugerem que pelo menos um entre quatro individuos desenvolvera algum tipo de tumor em
algum momento de sua vida (HHENNEKENS et al, 1994). Estes dados epidemiolégicos
demonstram a seriedade com a qual esta doenga deve ser encarada, merecendo até mesmo
atengdo especial em termos de saide piblica. Por outro lado, embora os resultados do
tratamento tenham melhorado nos ultimos anos, ainda continuam longe de ser satisfatérios.
Isto em grande parte se deve ao fato do diagndstico da doenga ser geralmente feito em

estagio avan¢ado, quando as possibilidades de cura ja sdo remotas.

Na tentativa de melhorar estes resultados, as pesquisas tém evoluido
basicamente em duas frentes. A primeira delas, o diagndstico precoce, procura, com o
tratamento na fase inicial, a melhora do prognéstico; a outra, esta orientada para o melhor

entendimento da carcinogénese, buscando alternativas para a sua prevengio.

A vida em um ambiente aerébico propicia muitos beneficios aos organismos,
especialmente o alto rendimento energético da reacdo de fosforilagio oxidativa. Porém, isto
também pode conduzir ao aparecimento de alguns riscos. Em cada unidade funcional do
organismo vivo, a célula, ocorrem reacdes metabdlicas de consumo de oxigénio (O2), de
maneira que este serd reduzido para agua (H;0), no final da cadeia respiratoria, na
mitocondria, pela transferéncia de quatro elétrons e dois protons. Durante estas reagdes pode
haver perda de elétrons isolados, levando a redugiio parcial de O, ao 4nion superoxido (0Oy),
formando assim um radical. Radical pode ser conceituado como sendo qualquer estrutura
neutra que apresente elétron livre ou niio pareado, sendo por esta razio quimicamente muito
instavel. Estes compostos tendem a ser altamente reativos, pois os elétrons tentariio se ligar a
outras substancias para se estabilizarem (FREL 1994). Uma vez formados e nio inativados,
estes radicais livres tendem a reagir com outros compostos e estruturas celulares,
particularmente as membranas, levando & lesdo e perda da seletividade. Com 880, ocorre
perda da capacidade de selecionar as substdncias que entrarfo na célula, permitindo a
entrada de produtos e particulas nocivas que podem alterar o funcionamento e a manutengéo

da fisiologia celular normal. Isto origina disfungdes e perda da capacidade de realizagdo do
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trabalho especifico da célula, resultando em doengas e envethecimento celular precoce.
Outro efeito € o de perda do controle da multiplicagio celular que, em Gltima instincia, pode
levar ao aparecimento do céncer. A perda de elétrons, formando radicais livres, ocorre
continuamente na cadeia respiratoria. Estima-se que 1 a 2% de todos os elétrons desta reago
participardo da formag#o de radicais livres. Cada célula esta exposta a 10" moléculas de Oy
por dia, o que significard, para um individuo de 70 kg, a formacgdo de 1,75 kg de radicais
livres por ano (BOVERIS et al., 1972; AMES ez al., 1993).

O fendmeno da carcinogénese, embora extremamente complexo, ja tem algumas
etapas bem compreendidas. O passo inicial parece ser a atuagio de substincias
carcinogénicas no nucleo celular, sobre o DNA. Estas substincias podem ter origem
exogena, como agrotdxicos por exemplo, ou podem ser resultantes do metabolismo celular,

como os radicais livres.

A medicina ortomolecular e a biologia molecular, até ha alguns anos atras, com
base completamente empirica, comegam agora a ser vistas com outros olhos. Isto se deve ao
fato de terem abandonado o cunho pratico da experiéncia pessoal, em favor de uma postura
mais cientifica em universidades e laboratérios de pesquisa, contando com profissionais
sérios ¢ publicacSes em revistas renomadas. Assim, pode-se observar a apresentagdo de
resultados fidedignos, obtidos através de metodologia adequada, passiveis de analise por
procedimentos estatisticos reconhecidos e validados mundialmente. Nesta linha, como foi
sugerido acima, evidéncias recentes t€m demonstrado a possibilidade de que no mecanismo
da carcinogénese tenha papel importante a quebra do equilibrio entre a produco de radicais
livres e a atuagio de substdncias para sua neutralizagio, os chamados antioxidantes
(DIPLOCK, 1995).

O organismo possui um sistema natural de neutraliza¢fo dos radicais livres que é
conseguido através da atuacdo dos antioxidantes. Este sistema ¢ constituido principalmente
de vitaminas e oligoelementos obtidos na dieta ¢ de um grupo de enzimas que realizam a
varredura dos radicais livres. As vitaminas mais importantes para esta finalidade sdo A, C e
E. Os oligoelementos importantes sdo selénio, zinco, manganés, magnésio, cromo e cobre.
Tambeém existem enzimas naturais que atuam na inativagdo dos radicais livres: glutationa

peroxidase, superoxido dismutase e catalase.
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Em situagBes ideais, o balango entre antioxidantes e radicais livres permite que
estes sejam eliminados ou neutralizados pelo sistema varredor natural. Porém, as condi¢Ses
atuais de vida, principaimente nos grandes centros metropolitanos com mé qualidade de
alimentagdo, etilismo, tabagismo, poluigdo, radiagio e outros, levam ao que ¢ conhecido por
stress oxidativo, onde ocoire um aumenio da produgio de radicais livres, sem um
correspondente aumento dos antioxidantes. O resultado € um desequilibrio gerador de
doengas, as quais, por sua vez, produzirdo mais € mais radicais livres (DOLL & PETO,
1981, PETO ef al., 1981; HENNEKENS, 1994).

Numerosos estudos epidemiologicos recentes estdo demonstrando que o modo
de vida e os fatores ambientais parecem ter grande influéncia no aparecimento de neoplasias
na populagdo geral. A incidéncia de céincer € mais baixa entre individuos com baixo
consumo de gordura e grande ingesta de fibras, frutas e vegetais. A dieta parece interferir
direta ou indiretamente em 40 a 60% dos casos de tumores (GORI, 1977, JANSEN, 1982;
PURTILLO & COHEN, 1985, YAMANAKA, 1987).

Evidéncias sugerindo os possiveis efeitos dos antioxidantes na prevencio da
carcinogénese tém sido baseadas em: pesquisas experimentais demonstrando sua capacidade
de neutralizar ou eliminar os radicais livres; estudos epidemiolégicos demonstrando que
diferencas geograficas da incidéncia de determinados tumores podem ter relagio com o
consumo de antioxidantes; e, por Gltimo, estudos de grupos individualizados tém sugerido

relagdo inversa entre consumo de antioxidantes e risco de cincer.

1.2. CARCINOGENESE

O desenvolvimento do cancer, fendmeno conhecido por carcinogénese, é na
realidade um processo dindmico de alteragio da fungio do gene, sendo crucial nesta
transformac&o o fator tempo. Durante um periodo de anos ¢ até mesmo décadas, o contetido
genético das células € submetido a aco deletéria de diversas substincias carcinogénicas. O
acumulo de lesdo leva & mudanga da fungdo genética com expansio clonal de células
mutantes (WEINBERG, 1989; HARRIS er al,, 1991; SPORN, 1991: RAUTALAHTI &
HUTTUNEN, 1993).
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O mecanismo envolvido nesta mudanga de célula normal para célula neoplasica,
ainda ndo ¢ completamente conhecido. Todavia, para facilitar sua compreenséo, foi dividido

em trés fases distintas: iniciagio, promogio e progressdo (Figura 1).

CARCINGGENDS
virRus
RADIACALY

Figura 1. Carcinogénese: modelo experimental em trés fases

A miciagdo compreende a permanente alteragio da informagio genética da
célula, resultante da agdo de carcinégenos sobre o DNA com conseqiiente dano ao material
genético e mutagao. Embora ela ndo leve invariavelmente ao céncer, ¢ indicativa de um risco
aumentado para a formac3o de neoplasia. Agentes iniciadores incluem produtos quimicos
como certos agrotdxicos, poluigdo ambiental, radiagdo ionizante e ultravioleta, e também
virus. Células iniciadas apresentam-se morfologicamente normais, podendo permanecer em
estado latente por tempo indeterminado, até que haja a atuagio de um agente promotor. A
prevencdo da niciagdo deve envolver eliminagio de carcindgenos, inibigio da ativaciio de
pré-carcinogenos, bloqueio dos sitios de ligagdo dos carcindogenos ac DNA e estimulagio dos
mecanismos naturais de reparo do DNA lesado. Em diversos destes mecanismos, a
neutralizagiio de oxigénio reativo por substincias antioxidativas, como a vitamina C, parece

desempenhar importante papel (SINGH & GABY, 1991; GERSTER, 1995).

[=]]
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A promogio € o processo de transformacico de uma célula iniciada em
pré-neoplasica. Parece ser um processo muite lento, que pode ocorrer em qualquer fase do
periodo de laténcia de uma célula ativada. O periodo de laténcia para os tumores mais
comuns ¢ de 10 a 30 anos. Para o cincer de prostata, por exemplo, poderia ser mais de 40
anos (ROTKIN, 1977). As alteragbes presentes no processo de promocfo consideradas
pré-cancerosas sdo formacio de DNA adducts, micronuclei ¢ trocas na sister chromatid.
Devido ao fato de ser reversivel e necessitar muito tempo para ocorrer, a promocio € uma
fase atrativa para a intervengdo com substincias apropriadas para prevencio (SINGH &
GABY, 1991; GERSTER, 1995).

A progressao de células pré-cancerosas para cancerosas ocorre devido ao dano
adicional do cromossomo ¢ perda da atuagdo dos faiores de protecio do DNA. A divisdo
celular torna-se descontrolada devido a grande autonomia das células. Essas células
neoplasicas podem formar focos em meio ao tecido normal ou pré-canceroso. Logo se
transformam em células agressivas que podem invadir o tecido sadio e migrar para Orgdos
distantes, formando metastases. Nesta fase a intervencio torna-se mais dificil e incerta. Os
métodos mais promissores sdo a melhora da resposta imunologica, por exemplo aumentando
a produgo de citoquinas, a inibigdo de fatores importantes na perda do controle celular,
como a ormnitina descarboxilase (AZZI et al, 1992; GERSTER, 1995), e a atuacio de
substincias que bloqueiam o suprimento vascular do tumor como a angiostatina € a
endostatina (FOLKMAN, 1998).

A carcinogénese, descrita por este mecanismo de trés fases, é uma simplificagio
grosseira do que acontece na realidade, em relagfio a um mecanismo altamente complexo.
Assim, este modelo deve ser utilizado com cuidado. No organismo vivo estas trés fases
possivelmente coexistem. Alguns agentes, como os radicais livres e outras formas de
oxigénio reativo, parecem ter o poder de atuar de modo importante em qualquer uma das trés

etapas.
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1.3. CANCER PO ESOFAGO, EPIDEMIOLOGIA E CARCINOGENESE

O céncer de esdfago situa-se entre os 10 tipos mais freqiientes de tumores
malignos do mundo, representando aproximadamente 1% de todas as lesdes. E a quarta
neoplasia que mais acomete o aparelho digestivo do homem. Comumente ocorre em regides
subdesenvolvidas, afetando especialmente populagles de baixa renda (PARKIN er al.,
1993). Sua primeira descri¢io data do século XTI, quando AVICENNA estudando doengas
que causavam disfagia, destacou uma, que se iniciava com dor ¢ moderada dificuldade de
degiuticdo e progredia gradativamente até o seu completo impedimento. (ROSENBERG
etal., 1985).

A primeira resseccdo bem sucedida de céncer de esdfago foi efetuada em 1913
por TOREK. O tumor foi retirado por toracotomia € o trinsito gastrointestinal foi
restabelecido através de um tubo externo de borracha ligando a esofagostomia cervical e a
gastrostomia. A paciente, de 67 anos de idade, sobreviveu por 13 anos (TOREK, 1913 apud
ZILBERSTEIN, 1988).

Apesar dos recentes avangos dos procedimentos diagnésticos, das técnicas
cirargicas ¢ do tratamento complementar por radioterapia € quimioterapia, o cincer
esofagico permanece ainda entre os tumores com progndstico bastante desfavoravel, nio
tendo apresentado, nas ultimas décadas, mudancas significativas nas taxas de sobrevida.
Resultado disto é que as taxas de incidéncia s@o muito similares as taxas de mortalidade,
deixando clara a ineficiéncia do tratamento, com sobrevida de 5 anos abaixo de 10%
(PISANI et al., 1993, BERRINQO et al., 1995).

Apresenta uma caracteristica epidemiologica marcante, que € a de possuir zonas
endémicas com altos indices de incidéncia e mortalidade. A maior experiéncia com cancer
de esbfago vem da China, especialmente de sua regifio norte, onde a alta incidéncia pode
atingir até 170 casos por 100 000 habitantes por ano em algumas regides, como Lin-Xian, na
provincia de Henan. Isto permite estudos epidemiologicos e rastreamento com citologia em
individuos assintomaticos, conseguindo-se desse modo aumentar o nimero de diagndsticos
de lesbes precoces, levando a melhores resultados terapéuticos (YANG, 1980; KRUEL,

1992). Outras regides de alta incidéncia sdo o nordeste do Ird, no litoral do mar Caspio,
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India e Franga, na regiio da Normandia (KMET & MAHBOUBL 1972, TUYNS, 1979
SIDDIQI ef al., 1988).

No mundo ocidental a incidéncia ¢ bastante variavel, sendo a média de 3 a 10
casos para cada 100.000 habitantes por ano. O Brasil apresenta incidéncia semelhante, com
8/100.000 habitantes para homens e 2/100.000 para mulheres. O Rio Grande do Sul,
juntamente com areas do Uruguai e da Argentina, apresenta a maior incidéncia das Américas
¢ uma das maiores do ocidente com taxas de aié 27 casos/100.000 habitantes para homens e
8 caso0s/100.000 'para mulheres (WATERHOUSE, 1982; BARCELOS & PECCIN, 1983;
PROLLA ef al., 1993; CALMELS ef al., 1996). Neste estado, merecem destaque a regido
de fronteira com o Uruguai e a Argentina, com populagio de origem portuguesa, espanhola e
nativa, caracterizada por dieta baseada no elevado consumo de churrasco e a regido da
encosta da Serra Geral, com descendéncia alem3 e habitos nutricionais ainda muito
arraigados a esta cultura (PROLLA ef al, 1993). Além do churrasco, caracterizado pelo
preparo da carne no espeto com grande quantidade de sal grosso, outro habito comum nestas
regides € o consumo de chimarrdo, uma infusio de erva mate, Jex paraguaryensis, em agua
fervente. Deve-se levar em consideragio o fato desta bebida ser normalmente consumida em
altas temperaturas, lembrando também o que acontece em regides de alta incidéncia da Asia,

onde € comum o consumo de arroz também em temperaturas muito elevadas.

O céncer de esdfago € mais freqiientemente encontrado no sexo masculino,
sendo sua ocorréncia de duas a cinco vezes maior que no feminino. A faixa etaria mais

acometida esta entre a quinta e a sétima décadas (BLOT, 1994).

Os principais fatores associados ao desenvolvimento do cancer de esdfago nos
paises ocidentais sdo o fumo e o 4lcool. O risco da neoplasia ¢ cinco vezes maior em
fumantes que em ndo fumantes, podendo atingir até dez vezes mais, quando associado ao
consumo de alcool, que parece atuar de forma sinérgica. Na Asia, onde sua incidéncia é
elevada, a associagdo com fumo e 4lcool nio € tio evidente, sugerindo que outros fatores de
TiSCO, como nitrosaminas, fungos e fatores nutricionais, estariam implicados. Dentre os

fatores nutricionais, a dieta pobre em beta caroteno, vitamina E e C tem recebido destaque.
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A capacidade dos compostos N-nitrosos de provocar cincer de esdfago ja é bem
conhecida, existindo modelos bem definidos para esta indugio em animais de
experimentacdo. Muito se tem pesquisado na tentativa de encontrar uma substincia que
possa eliminar o efeito nocivo das nitrosaminas, j4 que o contato com estes compostos €
extremamente comum, quer por via exbgena, quer endogena. Dessa forma, a vitamina C, por
sua ja conhecida capacidade de impedir a reagio de nitrosagio e de interferir na

carcinogénese induzida experimentalmente, tem merecido atenco especial.

1.4. COMPOSTOS N-NITROSOS

Os compostos N-nitrosos definem-se quimicamente por apresentar o grupo
funcional N-N=0 em comum, podendo ser divididos em dois grupos, as nitrosaminas e as
nitrosamidas. As nitrosaminas sdo substincias estdveis, podendo com freqiiéncia, ser
encontradas na natureza, principalmente nos alimentos. Por outro lado, as nitrosamidas sio
compostos extremamente instdveis, dependentes principalmente do pH. Sofrem reducio em
PH acima de 2 e praticamente ndo existem em pH acima de 7. Isto explica a dificuldade para

encontra-las na natureza em condigdes normais (HOTCHKISS, 1987).

Estes compostos receberam pouca atencio até o final da década de 60. A
nitrosodimetilamina comegou a ser usada na década de 30 como solvente industrial, pois na
€poca apresentava propriedades atraentes, por ser solivel tanto em hexano quanto em dgua,
além de possuir propriedades anticorrosivas. Logo a sua toxicidade em humanos foi
reconhecida. Dois pesquisadores intoxicaram-se com a substincia, apresentando sintomas
severos de insuficiéncia hepatica. Um deles faleceu por necrose do figado, sete semanas
apds a exposigio. Baseando-se neste fato, FREUND, em 1937, confirmou a
hepatotoxicidade da droga. Utilizando ratos e cées, demonstrou o seu potencial de provocar
necrose quando expunha os animais a droga em forma de vapor. Uma investigacfio mais
completa sobre estes efeitos nocivos foi apresentada por BARNES & MAGEE, em 1954.
HARRIS et al, em 1979, foram os primeiros a demonstrar a capacidade da

nitrosodimetilamina de causar alquilagdo do DNA.
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A primeira suspeita de que os alimentos pudessem ser contaminados com
compostos N-nitrosos ocorreu a partir de um acidente ocorndo na Noruega, no final da
década de 50, quando animais domésticos alimentados com peixe conservado por nitrto
morreram de problemas hepaticos (ENDER ef al, 1964). Partindo da observagdo deste
acontecimento, ENDER ef al., apresentaram estudo, em 1967, comprovando os efeitos
deletérios da presenga dos compostos N-nitrosos na alimentag3o, chamando aten¢io para os
riscos de adiciona-los como conservantes. O primeiro relato de substancia nitrosada na
comda humana foi realizado por HERMAN (1961), demonstrando a presenca de
nitroso-metilamino-benzaldeidc em cogumelos. A partir dai, o nimero de estudos
demonstrando a presenga e os efeitos nocivos dos compostos nitrosados na alimentago
humana tem sido cada vez maior. Um dos mais importantes foi apresentado em 1967, por
DEVIK, comprovando que reagdes quimicas entre carboidratos e aminoacidos induzidas por
calor, formando pigmentos marrons, resultariam no aparecimento de compostos N-nitrosos.
Isto criou muita apreensdo, pols imputava ao processo de cozinhar, uma pratica
extremamente comum, a capacidade de originar compostos nitrosados. Foram estes fatos, €
o aparecimento das primeiras publicagdes relacionande as nitrosaminas ao cancer,
especialmente de esdfago e estdmago, que estimularam a Infernational Agency for Research
on Cancer (IARC) a cnar encontros para discussdo ¢ padronizagio de maneiras para a
adequada quantificacdo das nitrosaminas nos alimentos e para o estudo de sua importancia
na carcinogénese (BOGOVSKI et al, 1972).

Na reac¢do de nitrosagdo, inicialmente um agente nitrosante precisa ser gerado,
para em seguida reagir com um grupo amina ou amida formando o composto N-nitroso
derivativo. Esta reacdo € dependente de pH, sendo que quanto mais baixo, mais intensa sera

a nitrosagdo (HOTCHKISS, 1987).

Os sais de nitrito e nitrato, tanto sédicos quanto potassicos, tém sido usados por
séculos como conservantes para carnes, aves e peixes (BINKERD & KOLARI, 1975). Na
verdade, os nitratos sdo adicionados aos produtos que se quer conservar, como fonte de
nitrito, que € a substéncia ativa. Esta transformacéo € realizada por enzimas bacterianas. O
nitrato pode servir como fonte de nitrito por longos periodos de tempo. Essa substdncia teria

como fungdes basicas: manter a cor vermeltho viva, resultando em aspecto de carne fresca
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por muito mais tempo; atuar como antioxidante, evitando a formacdo do rango; e inibir o

crescimento do Clostridium botulinmum.

Além daqueles encontrados na alimentagio, o homem estd exposto aos
compostos N-nitrosos de uma grande variedade de fontes. Basicamente elas podem ser
divididas em exoOgenas ¢ endégenas. O primeiro grupo inclui tabaco, cosméticos, drogas,
pesiicidas, produtos quimicos como solventes e tintas, borrachas, plasticos e
eletrodomésticos. A contaminago exdgena também costuma ocorrer fregiientemente como
exposi¢io ocupacional. O aparecimento endbgeno das nitrosaminas resulta da reacio in vivo
de agentes nitrosantes ¢ aminas ou amidas ingeridas, ou ainda de seus precursores na reagio
de nitrosagdio (PREUSSMANN & EISENBRAND, 1984).

O desenvolvimento de modelos experimentais para carcinogénese é muito
importante por permitir o estudo morfodindmico e etiopatogénico do cincer. Além disso,
podem ser facilmente reproduziveis e apresentam maior nimero de lesdes que podem ser
estudadas. A carcinogénese esofagica induzida por agentes quimicos é um processo de
multiplos estégios, envolvendo gerages sucessivas de células, aproximando-se cada vez
mais do fendtipo maligno (KRUEL, 1992).

Os agentes carcinogénicos ingeridos com a dieta provavelmente sofrem agdio
enzimatica e convertem-se nos carcindgenos finais, alterando informacdes em nivel de DNA
e portanto, induzindo mutagdes celulares, funcionando assim como agentes alquilantes
(PRUCKREY, 1972). Esses compostos mostram especificidade organica para indugiio de

carcinoma esofégico em particular.

A ocorréneia de tumores esofagicos espontdneos em animais de laboratério é
pouco fregiiente (BAKER, 1953, CRAIN, 1958). A partir da criacio de um modelo
experimental por DRUCKREY, em 1961, usando metil-nitrosoanilina, administrada por via
oral para ratos, foi obtido carcinoma de células escamosas na maioria dos animais. Este

modelo consolidou a indugio de tumores esofagicos em laboratério.

A indugao de carcinomas de células escamosas no esdfago de camundongos pela
dietilnitrosamina (DEN), foi conseguida pela primeira vez por CLAPP & CRAIG (1967),
seguido por diversos outros autores (NAPALKOV & POZHARISSKI, 1969, REUBER,
1975; REUBER, 1977, BULAY & MIRVISH, 1979, STINSON, 1979).
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A carcinogénese esofigica experimental apresenta muitas dificuldades. A droga
utilizada ¢ altamente toxica, exigindo cuidados para sua manipulagio. A dose utilizada ¢
muito pequena em relagdo & solugdo padrio, o que dificulta o processo de diluigido. Os
animais utilizados na maioria dos experimentos sdo ratos ou camundongos que tém pouca
longevidade. O tempo de observagdo € prolongado, o que pode levar & morte desses animais
antes do término do experimento, principalmente pelo efeito hepatotdxico do carcinogeno.
Finalmente, a manipulago cirirgica € dificultada pelo tamanho dos animais. Deve-se ter
cuidado na retirada da pega para nfo inutiliza-la, perdendo com isso todo o trabalho

despendido durante a realizagio do experimento.

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 n&o possuem atividade carcinogénica intrinseca devido & sua instabilidade
quimica, sobretudo em pHs elevados. Dessa maneira é possivel entender que as
N-nitrosamidas sdo substdncias mutagénicas que produzem lesbes, preferencialmente no
local de aplicagfio, em oposi¢do as N-nitrosaminas, que produzem tumores, geralmente em

sftios distantes do local de aplicagédo.

Um dos aspectos que mais chama a atengio na carcinogénese induzida pelos
compostos N-nitrosos, é o fato de serem carcindgenos capazes de gerar agentes alquilantes
que interagem com o DNA de certos Orgdos-alvo, causando a mutagdo, transformacgio

neoplasica e carcinoma.

Embora o figado tenha sido o sitio comum de a¢do das nitrosaminas, tanto em
ratos como em hamsters, houve diferenga no padrio de resposta ao tratamento com esses
carcinégenos, dependendo do animal utilizado. O esdfago foi o sitio de indugdo tumoral
mais freqiiente em ratos, porém ndo se observou carcinoma de esdfago nos hamsters

tratados.

A descoberta dos efeitos organotropicos das nitrosaminas permitiu ©
desenvolvimento de modelos de estudo de céncer em seus varios sitios, de acordo com o que

se pretende avaliar no homem, Nas linhagens de rato mais freqliientemente utilizadas, as
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dialquilnitrosaminas simétricas induzem ao cincer de figado e, em menor proporgio, ao
cancer renal, pulmonar e esofagiano. Por outro lado, as dialquilnitrosaminas assimétricas
levam a maior incidéncia do cancer de eséfago (DRUCKREY et al., 1963, HOTCHKISS,
1987). Contudo, varios trabalhos utilizando a DEN (uma dialquilnitrosamina simétrica),
mostraram ser ela capaz de provocar a carcinogénese esofagiana, contrariamente ao
esperado (BAKER, 1974; REUBER, 1975; REUBER, 1976, RUBIO, 1982; RUBIO, 1983 ).

A demonstraggo de que o tratamento com a DEN causa carcinogénese esofagica,
2lém da hepatica, inicialmente levantou a suspeita de que poderia haver agio carcinogénica
direta da droga, na indugo do tumor esofagico, ou que o intermedirio alquilante poderia
ser produzido localmente e nio ser, necessariamente, dependente da metabolizagiio hepatica
(CLAPP & CRAIG, 1967). Essa segunda hipdtese tem sido a mais aceita, pois parece que o
esbfago possuiria potencial bioquimico de produzir o carcindgeno propriamente dito
(BAKER, 1974). Esse modelo de ativagdo enzimatica para explicar o efeito carcinogénico
da DEN, com formagdo de intermediério alquilante, é plausivel para explicar a tumorigénese
hepatica induzida por essa nitrosamina, considerando o figado como o grande sitio do

metabolismo enzimatico. Entretanto, nfo explica a indugio de tumor em outros sitios como

o esdfago, por exemplo.
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Varios autores induziram cincer esofagico em roedores utilizando nitrosaminas
(Tabela 1).

Tabela 1: Indugo experimental de cancer esofigico

SALLET, em 1996, com a DEN utilizada por 200 dias em ratos Wistar, obteve
tumores de es6fago em todos eles, sendo a média de 6,1 lesdes por animal. Nesse estudo, a
DEN mostrou uma especificidade significativa em causar carcinoma esofagico, j4 que nio
ocorreu nenhuma lesdo gastrica e houve apenas sete hepatocarcinomas, duas metéstases
hepaticas, um cisto hepatico hemorragico e uma metastase pulmonar em um grupo de 30

animais.
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Atualmente sabe-se que ¢ organotropismo da DEN estd relacionado com o
citocromo P450, presente tanto no figado, na mitocdndria e no sistema reticulo endotelial
(SRE), bem como no esdfago, no SRE da mucosa (LIJINSKY, 1992). A afinidade de uma
enzima pelo substrato € determinada pelo seu Km, que, em Gltima instdncia, determina a
velocidade de uma reagio quimica (RIBEIRO PINTO, 1994). O P450 esofagico tem um Km
menor; portanto, quando se administra DEN em dose baixa, por um periodo prolongado, o
organotropismo da nitrosamina fica favoravel ao P450 esofagico, determinando uma
incidéncia maior de carcinoma esofigico. Por outro lado, o P450 do figado tem um Km
maior, consequentemente, quando se administra a DEN em dose aita e por curto periodo de
tempo, ocorre rapida saturagdo do P450 esofagico, desviando a rota metabdlica da
nitrosamina para a ativagio do P450 hepatico que tem uma velocidade sete vezes maior,

determinando uma incidéncia elevada de carcinoma hepatico (RIBEIRO PINTO, 1994).

1.5. VITAMINA C

O beriberl, uma forma de polineuropatia periférica, fo1 conhecido durante
séculos por ocorrer em populagdes com dieta composta basicamente por arroz beneficiado
{sem casca ¢ polido). EITKMAN, em 1897, demonstrou que aves alimentadas unicamente
com este arroz, desenvolviam uma forma similar de polineuropatia que melhorava se a casca
fosse novamente acrescentada a dieta. FUNK, em 1911, conseguiu isolar da casca do arroz
uma substincia capaz de prevenir o beribérl que classificon como uma amina.
Considerando-a muito importante para a vida, denominou esta nova substéncia de vitamina
(EITKMAN, 1897 apud KRAUSE & MAHAN, 1991; FUNK, 1911 agpud KRAUSE &
MAHAN;, 1991).

Muitas enzimas requerem um cofator ndo protéico para sua funcéo catalitica, que
pode ser uma molécula organica, chamada coenzima ou um componente inorginico, como
um ion metdlico. Embora esses cofatores enzimaticos ocorram em diminutas quantidades
nas células, eles sdo essenciais para a agio de muitas enzimas, desempenhando papel vital
no metabolismo celular. As vitaminas sdo nutrientes organicos necessarios em pequenas

quantidades na dieta dos seres humanos e de muitos animais para crescimento e funcgio
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adequados, sendo precursores essenciais de varias destas coenzimas. S#o chamadas de
micronutrientes, pois, contrariamente aos macronutrientes como carboidratos, proteinas ¢
gorduras, sdo encontradas na dieta em miligramas ou microgramas, tornando possivel
numerosas transformagdes e reagdes, resultando no que se conhece por metabolismo
(LEHNINGER, 1988). Desse modo, vitamina pode ser definida como um grupo de
substéncias orginicas com diversas composi¢des quimicas, que devem ser obtidas do meio
ambiente em quantidades muito pequenas ¢ que o homem §é incapaz de sintetizar e cuja

deficiéncia levara ao aparecimento de doengas.

Com base nestes conceitos, ja foram identificadas 14 vitaminas necessarias na
dieta humana. Qutras estfo em fase de identificagio (YOUNG & NEWBERNE, 1981).

Embora difiram amplamente em termos de estrutura e funcgdo, as vitaminas

podem ser divididas em duas grandes classes: hidrossolaveis e lipossoliiveis (Tabela 2).

Tabela 2: Tipos de vitaminas

Acido Pantenéico
Biotina

A vitamina C ou acido ascorbico € uma vitamina hidrossolivel necessaria para
muitas importantes fungdes bioldgicas, como sintese de horménios, neurotransmissores,

colageno, carnitina e também para a absorgdo de ferro e outras substancias (MAIANI ez al.,
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1993). Atualmente, muita importéncia tem sido dada a sua atuagdo como antioxidante e

capacidade de inibi¢8o da carcinogénese.

O escorbuto € uma doenga antiga, conhecida na Europa desde o tempo das
cruzadas, ocorrendo especialmente em populagdes com baixo consumo de frutas e vegetais,
durante longos perfodos do ano. Sua incidéncia diminuiu de maneira significativa com a
introdugio da batata nos habitos alimentares regulares dos europeus durante o século XVIL
Continuou sendo um grande problema para os navegadores, pois era responsavel por um
grande nimero de mortes nas tripulagdes. Logo ficou evidente uma causa dietética para o
escorbuto. A partir de 1535, os capitiies dos navios aprenderam, em contato com os indios
canadenses, que a doenga poderia ser curada e prevenida com ¢ simples consumo de frutas
citricas frescas. Assim, a ingesta de suco de limdo virou habito nos navios. Na Marinha
Britdnica 0 mimero de casos de escorbuto caiu de 1457 em 1780, para apenas 2 casos em
1806, sendo que a partir de 1800 o consumo de suco de lim&o tornou-se obrigatdrio entre os
marinheiros. HOLST & FROLICH, em 1907, demonstraram que cobaias desenvolviam
lesbes escorbuticas quando mantidas apenas com dieta de farelo e aveia. SZENT-
GYORGYI, em 1928, isolou de vegetais uma substincia capaz de prevenir o escorbuto.
Porém, somente em 1932, KING & WAUGH foram capazes de isolar a vitamina cristalina
do suco de limfio. Anteriormente chamada genericamente de vitamina C, agora a nova
substéncia recebia a denominagfio quimica de acido ascdrbico (HOLST & FROLICH, 1907
apud MARCUS & COULSTON, 1992; SZENT-GYORGYT, 1928 apud MARCUS &
COULSTON, 1992; KING & WAUGH, 1932 apud MARCUS & COULSTON, 1992).

O acido ascorbico € um composto de seis carbonos, estruturalmente relacionado
a glicose e a outras hexoses. Sofre oxidagio reversivel no corpo em acido desidroascérbico,

composto que possul a atividade integral da vitamina C ( Figura 2).
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Figura 2: Férmula quimica da vitamina C

A vitamina C participa de varias reagdes bioquimicas, envolvendo
principalmente a oxida¢io, ou seja, transferéncia de elétrons. Trata-se de um elemento
necessario ou facilitador da conversio de certos residuos prolinicos em hidroxiprolina
durante a sintese do coldgeno, da oxidacio das cadeias laterais lisinicas nas proteinas para
fornecer hidroximetilisina para a sintese de carnitina, da sintese de esterides pelo cértex
supra-renal, da conversdo do 4cido félico, do metabolismo das drogas nos microssomas e do
metabolismo da tirosina. Por sua a¢do redutora de ion ferro para o estado ferroso, aumenta a
sua absor¢do no intestino. Além disso, participa tanto da produgio quanto do metabolismo
de varios horménios. A nivel tecidual sua maior fungfio parece ser relacionada a sintese de
colageno, proteoglicanos e outros componentes orginicos da matriz intercelular {(MARCUS
& COULSTON, 1992).

O acido ascorbico ¢ prontamente absorvido pelo intestino, sendo que esta
absorgdo ocorre de forma praticamente completa. Estd presente no citoplasma e distribui-se
de maneira onipresente nas células do corpo. A dose di4ria recomendada pelo FOOD AND
NUTRITION BOARD (1989) dos Estados Unidos é de 60 mg (Tabela 3), sendo encontrada

em doses variaveis nos alimentos (Apéndice 1, Tabela 19).
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Tabela 3: Dose didria recomendada de vitamina C.

A maioria das espécies tém mecanismos de sintese endogena de vitamina C a
partir da glicose. Além do homem, cobaias, peixes e morcegos sio incapazes de sintetizd-la,
sendo dependentes de fontes exogenas de vitamina C. Isto acontece porque durante o
processo evolutivo ocorreu a perda do mecanismo enzimético necessario para a produgio
endogena de vitamina C, em especifico da enzima gulonolactona oxidase, que catalisa a

conversdo de glicose em 4cido ascorbico (NISHIKIMI & UDERFRIEND, 1980).
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1.6. EFEITO INIBIDOR DA VITAMINA C NA CARCINOGENESE

Estudos recentes tém demonstrado que a ingesta de vitamina C em frutas e
vegetais € inversamente relacionada aos indices de céncer de estdmago, esofago, cavidade
oral e pancreas. Também parece influenciar, ainda que de modo menos marcante, ¢ colo
uterino, o reto, a mama e o pulmio (BLOCK, 1991a; 1991b; BLOCK, 1992a; BLOCK et al.,
1992). O mecanismo pelo qual a vitamina C pode atuar para desempenhar este papel

inibidor sobre a carcinogénese é controverso e varias hipoteses sdo aventadas.

A correlagio entre cincer e 4cido ascorbico, embora esteja sendo muito discutida
atualmente, nfio ¢ tema recente. EUFINGER & GAEHTGENS, em 1936, relataram o
tratamento com sucesso de leucemia mieldide com vitamina C. Desde entdo, esta vem
recebendo cada vez mais atengiio como substincia capaz de atuar na inibi¢do e na prevengio
da carcinogénese. Diversos estudos epidemioldgicos foram realizados procurando relacionar
cancer e consumo de vitamina C, seja na dieta normal ou como suplementagfo alimentar.
Assim, o COMMITTEE ON DIET, NUTRITION AND CANCER, NATIONAL ACADEMY
OF SCIENCES apresentou, em 1982, relato de que a vitamina C inibiria a formagdo de
alguns carcinégenos e que o consumo de alimentos ricos em vitamina C estaria associado

com a diminui¢&o do risco de cincer de esdfago e estdmago.

HAENSZEL & CORREA publicaram estudo em 1975, relacionando o declinio
da mortalidade por clncer de estdmago com o aumento da ingesta de vegetais e frutas ricos
em vitamina C. No Ird, COOK-MAZAFFARI ef al. (1979), encontraram relacfio inversa
entre cncer de esdfago, consumo de frutas frescas, vegetais e o padrao socioecondmico. As
mudangas de incidéncia ¢ mortalidade do cncer de estémago entre individuos do nordeste
europen ¢ Japdio, quando comparadas com seus descendentes americanos, sugerem a
predominincia ambiental sobre a genética na carcinogénese. A incidéncia do cncer gastrico
estd positivamente associada ao consumo de arroz, vegetais em conserva e peixe seco e
salgado e negativamente associado ao consumo de vitamina C. Isto reforga a teoria da
nitrosagio como origem do céncer gastrico. METTLIN ef al (1981), encontraram
associaglo inversa, estatisticamente significante, entre consumo de vitamina C e cincer de
esbfago. GRAHAM er al. (1981), estudando cancer de laringe, demonstraram que a vitamina
C atua como fator protetor. WASSERTHEIL-SMOLLER et g/ (1981), observaram relagio
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inversa entre cancer de colo uterino € vitamina C. BOING et al (1985), estudando habitos
dietéticos de pacientes terminais de cdncer gastrico na Alemanha, encontraram baixo
consumo de vitamina C. MARSHALL et al. (1982), observaram que quanto menor o
consumo de vitaminas A e C, maior a incidéncia de céncer da cavidade oral WINN er gi.
(1984), também estudando cancer da cavidade oral e faringe, demonstraram que ¢ consumo
em grande quantidade de frutas e vegetais tem efeito protetor. JAIN et al (1980), ndo
encontraram associag@o entre cancer de colon e ingesta de vitamina C. HINDS ef al. (1984),
em estudo no Havai, ndo conseguiram encontrar associagfo significativa entre vitamina C e
cancer de pulmdo. STAEHELIN ef al. (1983), em estudo realizado entre 1970 e 1983 com
3.304 trabalhadores de uma industria quimica, observaram que a dosagem sérica de vitamina
C era mais baixa naqueles individuos que tinham morrido por céncer. Qutro estudo
populacional foi realizado em LIN-XIAN, na provincia de Henan, China, conhecida pela sua

alta incidéncia de cdncer esofagico, com resultados inconclusivos (YANG ef al., 1982).

O nivel de acido ascorbico em pacientes com cdncer vem sendo estudado ha
bastante tempo e muitos estudos tém relatado deficiéncia de vitamina C entre os pacientes
portadores de cancer (BODANSKY et al., 1951, WALDO & ZIPF, 1955, BARKHAN &
HOWARD, 1958, BASU ef al, 1974, KRASNER & DYMOCK, 1974; BARTON &
ROATH, 1976, KAKAR & WILSON, 1976; LIEBES ef al, 1981; ANTHONY &
SCHORAH, 1982) (Tabela 4).

Tabela 4: Dosagem de acido ascorbico em pacientes com cancer

s ACIDO ASCORBICO .
.. GRUPO CONTROLE

36

acido ascorbico em mg/ml
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O primeiro estudo com grande casuistica usando vitamina C para tratamento de
cancer foi conduzide por CAMERON & PAULING, em 1976, que estudaram dois £Tupos
de doentes terminais de cancer, utilizando vitamina C para tratamento de um deles. O tempo
de sobrevida do grupo que tinha recebido 4cido ascorbico foi 4,2 vezes maior. Qutro estudo
similar fo1 realizado em seguida, na Mayo Clinic, sem encontrar diferengas significativas de
sobrevida para os dois grupos (CREAGAN et al., 1979).

O efeito do acido ascorbico também foi avaliado em pacientes com polipose
colomca familiar, sendo que um grupo de pacientes recebeu 3g de vitamina C por dia e o
outro placebo. Houve diferenga significativa em relagio aos resultados, sendo que o grupo
que recebeu vitamina C apresentou redugio tanto da rea quanto do tamanho dos pélipos
(BUSSEY ef al,, 1982). MURATA et al. (1982), adotando no Japdo um protocolo similar ao
de CAMERON & PAULING (1976), relataram um aumento da sobrevida de 5 a 6 vezes no
grupo que recebeu mais de 5g de vitamina C por dia. Também observaram um melhor
comportamento destes pacientes em relagdo ao controle da dor. DION ef al (1982),
estudando mutagenicidade celular nas fezes de individuos normais, observaram reducio do

numero de células mutantes nos que tinham recebido suplemento em vitaminas C e E.

A relagdo entre carcinogénese e vitamina C também tem sido estudada em
animais de experimentagio através da indugfio de cancer com o uso de substancias quimicas.
A mjecdo subcutinea de benzopireno em ratos induz a formacio de sarcomas. SHAH &
BHATTACHARY A (1982), utilizando acido ascérbico a 2.5 % diluido na agua dada para os
ratos, observaram a formagéo de tumor em apenas um dos cinco animais, enquanto no outro
grupo, que tinha recebido apenas benzopireno, todos os ratos morreram devido ao rapido
crescimento dos tumores. A incidéncia de tumores de colon e rim induzidos pela dimetil-
hidrazina foi mais baixa nos ratos que receberam 4cido ascérbico previamente (REDDY
et al., 1982). O namero de tumores de pulméo induzidos pela inalacio de plutdnio em ratos
apresenta diminuigdo quando os animais também recebem vitamina C (SANDERS &
MAHAFFEY, 1983).

A cultura de células com cancer tem sido outra maneira de se estudar a acdo da
vitamina C na carcinogénese. Nestes estudos, varios efeitos tém sido atribuidos ao cido

ascorbico: comecdo de alteragdes do nicleo celular (BENEDICT er ol 1982), inibigdo de
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células leucémicas (PARK ez af., 1980), diminuigio da capacidade de células tumorais das
aves para se replicarem (BISSEL ez al, 1980), diminuigio da capacidade dos virus de
afetarem as células tumorais (MORIGAKI & ITO, 1982) e facilidade para 0s tumores
tornarem-se mais diferenciados (LEUCHTENBERGER & LEUCHTENBERGER, 1984).

Um importante mecanismo pelo qual a vitamina C parece interferir na
carcinogénese ¢ relacionado a sua capacidade de inibir a formagio de nitrosamina.
SANDER & BUERKLE, em 1969, foram os primeiros a demonstrar que uma reacio
quimica i vivo entre aminas secundérias da alimentag&o e nitrito resultaria na formagéo de
nitrosaminas. Os nitritos reagem com aminas secundarias e amidas no estOmago para formar
as nitrosaminas, em uma rea¢o quimica chamada de nitrosacfio. Embora o homem possa
entrar em contato com as nitrosaminas por via exdgena na alimentagdo, cosméticos,
agrotoxicos e produtos quimicos, a maior parte das nitrosaminas as quais se encontra
exposto provém da rea¢do de nitrosagdo que se d4 a nivel endégeno. As aminas e amidas sdo
abundantes na alimentagfio, enquanto os nitritos sdo usados como aditivos e conservantes em
alguns alimentos. So também gerados pela agdo de bactérias na saliva, estdmago, intestino
¢ urina. Uma vez formada, a nitrosamina participa da origem do cancer de esofago,
estdmago e cavidade oral (MIRVISH,1983; MAGEE, 1989; CRADDOCK, 1992; ZENG ef
al., 1993). MIRVISH ef al., em 1972, demonstrou em modelos animais a capacidade do
acido ascorbico de bloquear a formagdo de nitrosaminas, sendo que esta acio resultaria da
reacdo direta com os nitritos, onde a vitamina C, transformada por reagao de oxidacio em
desidroascorbato, competiria com as aminas ¢ amidas pelo nitrito, com a vantagem de
apresentar uma reagdo mais rapida que o agente nitrosante. A desvantagem é que sendo
hidrossolivel ndo poderia atuar em meio lipidico. Posteriormente OSHIMA & BARTSCH
(1981) demonstraram em voluntarios a formag#o in vivo de nitrosoprolina e que o acido

ascorbico poderia inibir esta produgdo.

A formagfo de nitrosaminas é dtima em pH 3.5, Por outro lado, em pacientes
gastrectomizados, vagotomizados ¢ com gastrite cronica atrofica com pH elevado 5,5-6,5,
também hi aumento da formac¢do de nitrosaminas devido ao crescimento da populagdo
bacteriana (GLATTHAAR er al, 1986). Duas outras fontes de agentes nitrosantes
endogenos, além do nitrato e nitrito da dieta, sio o 6xido de nitrogénio da atmosfera ¢ o

oxido nmitrico produzido endogenamente pelas células. O oxido nitrico ¢ muito 1abil e
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rapidamente reage com o oxigénio, resultando em dioxido de nitrogénio (NOz). Em seguida,
a reagdo com aminas secundarias resulta na formagdo de nitrosaminas (TANNENBAUM,
1979; TANNENBAUM & YOUNG, 1980, TANNENBAUM et ai., 1991).

Em 1984, REED ef al. demonstraram pela primeira vez que a vitamina C reduz a
formacdo de nitrosaminas em individuos com maior risco de céncer gastrico, concluindo que
este tipo de tratamento poderia ser utilizado como proteglio para os efeitos nocivos deste tipo

de carcinogenos.

No homem, o valor médio de acido ascorbico € de 50mg/l no suco gastrico ¢
7mg/l no plasma. Em pacientes com gastrite crénica atrofica, este valor diminui para em
torno de 3,4mg/l no suco gastrico (MIRVISH, 1994). A vitamina C também € capaz de
reduzir sensivelmente a quantidade de células mutantes nas fezes, possivelmente por seu

efeito antioxidante (DION ef al., 1982).

Estudos em humanos e animais demonstraram claramente que a nitrosagdo
enddgena ocorre com maior intensidade no estémago. Os diversos tipos de ce€lulas como
macrofagos, neutrofilos, células do endotélio e do cérebro, e as bacténias, através da
utilizago do 6xido nitrico, também possuemn condi¢gdes para a reagdo de nitrosacfio. Todas
essas células utilizam nitrogénio a partir da arginina para a produgdc de Oxido nitrico
(TANNENBAUM et al., 1991).

Pela sua capacidade de reagir quimicamente com os agentes nitrosantes, o acido

ascorbico efetivamente inibe a reagdo de nitrosacgio.

1.7. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar através de estudos anatomopatolégicos, por
macro e microscopia, o efeito inibidor da vitamina C na carcinogénese esofigica

experimental, induzida pela DEN.
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Para isto foram criados grupos distintos de ratos Wistar, que em periodos de

tempo diferentes receberam:
a) apenas agua;
b) vitamina C isoladamente;
c) DEN isoladamente;
d) vitamina C e DEN, alternadamente,

¢) vitamina C e DEN, conjuntamente.
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2. MATERIAL




2.1. ANIMAIS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Enzimologia e Carcinogénese
Experimental do Nicleo de Medicina ¢ Cirurgia Experimental da UNICAMP (NMCE),
sendo utilizados 240 ratos da raga Wistar (Rattus norvergicus albinus, Rodentia,
Mammalia), todos machos, com trés meses de idade e peso variando de 120 a 200g (peso
médio de 155g), fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB).

Os animais foram criados no prépric CEMIB, em condiges especiais, sendo
portanto considerados saudaveis ¢ livres de doencgas especificas (SPF - Specific Pathogen
Free).

2.2. ACONDICIONAMENTO

Os animais foram divididos em grupos de 10 e subgrupos de cinco, sendo cada
um destes acondicionado em gaiola plastica medindo 33cm de largura, 40cm de
comprimento e 18cm de altura, forrada com serragem (maravatha) e com tampo de grade
metéalica. Eram mantidos em temperatura ambiente, com ciclos diurno de luz, sob fluxo de ar
continuo, recebendo alimentagio (Apéndice 2) e agua ad libitum, permanecendo sempre na

mesma gaiola até o final do experimento.

2.3. MANTIPULACAO

A manipulagio das gaiolas foi sempre realizada pelo mesmo técnico de
laboratério, treinado especialmente para esta fungfio. Utilizava calcados, avental e luvas

proprios e realizava a higienizac8o das gaiolas trés vezes por semana.
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2.4. DROGAS UTILEZADAS

Dietilnitrosamina

O carcinogeno empregado durante a pesquisa foi a dietilnitrosamina (DEN)

(Sigma Chemicals Co., St.Louis, USA), com as seguintes caracteristicas:
N-Nitrosodiethylamine - Sigma Quimica - 0756
Frasco com 100ml
Densidade: 0,95g/ml
Peso molecular; 102,1

Formula quimica: CsH;oNap

Vitamina C
Vitamina C - EMS - Indistria Farmacéutica, Campinas, Sao Paulo
Ampola de 5Smi, contendo 500mg

Férmula quimica: CsHzOs

2.5. MATERIAIS UTILIZADOS NO TRANSCORRER DO EXPERIMENTO

Os animais permaneciam em sala especifica, de 6m°, do biotério do NMCE, com
ventilagio e fluxo de ar continuos, iluminag8o em ciclo claro/escuro, exaustio ¢
aquecimento. As gaiolas eram colocadas em prateleiras metalicas. Os materiais usados para

alimentacfio, oferecimento das solugdes e pesagem dos animais forant:
Bebedouro plastico para roedores com capacidade para 500ml;
Ragio especifica para roedores (Apéndice 2);
Agna potavel e filtrada da rede de abastecimento da UNICAMP;

Balanga analitica de precisio;
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Para preparo e conservagdo das solugdes foram usados:
Capela de exaustio,

Micropipeta, Finnpipette (Finlandia) e Eppendorf (Alemanha)
Pipetas de vidro,

Microampola (tubos Eppendorf);

Copo de Becker graduado;

Bal#o voluméirico;

Geladeira;

pHmetro;

Papel aluminio;

Para limpeza e conservagéio do biotério e das gaiolas foram necessérios
Hipoclorito de sodio e quaternario de amdnia para desinfeccio;

Sabdo em pd de pH neutro;

Vassoura;

Escova.

2.6. MATERIAIS UTILIZADOS PARA O SACRIFICIO

Decorndo o tempo de experiéncia, os animais foram sacrificados com éter e

entdo colocados em prancha de madeira, sendo nesta etapa necessirios os seguintes

materiais:

Cuba de vidro;

Eter etilico;

Pin¢a anatomica com e sem denie,

Pinga de Kelly,

Tesoura de Mayo,

Tesoura de Metzembaun delicada;

Sonda de polietileno n.° 4;

Prancha com fixadores elasticos para colocagio dos animais;
Gaze e algedio;

Sacos de lixo.
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2.7. MATERIAIS UTILIZADOS NA ANALISE MACROSCOPICA

Os materiais utilizados na anélise macroscopica foram:

Luminaria de tipo Ramsor com capacidade de aumento real de 10 vezes,

Solugdo de lugol 2% para coloragéo;

Madeira compensada para fixagfio da peca ciriirgica;
Alfinetes para esticar a pega cirirgica;

Campo azul,

Etiquetas para identificagio;

2.8. MATERIAIS UTILIZADOS NA ANALISE MICROSCOPICA

Os materias utilzados na analise microscdpica foram:
Navalha de secglio Leica 858, para seccdo das pegas;
Capsula de pléstico para acondicionamento das pegas,
Processador automatico histotécnico (Autotécnico- Ultra III);
Auto inclusor Leica EG 1160

Blocos de parafina paraplastic;

Micrétomo (American Optical Co.);

Liminas e laminulas;

Material para coloragdo com hematoxilina ¢ eosina (HE),
Microscopio otico convencional;

Formol,

Alcool;

Xilol;

Etiquetas para identificacio;

Caixas para colocacio das ldminas.
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3. METODOLOGIA



3.1. GRUPOS PE ANIMAIS

Os ammais foram colocados em gaiolas com cinco ratos em cada, sendo
divididos em grupos de 10, segundo a droga ou drogas que iriam receber e o tempo de
observagéo (T) (Tabela 5 ¢ 6).

Tabela 5. Grupos de animais e tempo de observagio

Tabela 6: Grupos de animais e drogas utilizadas

antrole, somentec’i g“a

Vﬁ,anuna C em 4 dlas da semana, alternando com DE 10os: outros 3 d;as

L LV thanuna C £ DEN jumos no: mesmo frasoo 3 d:as por semana. . aguanos autros 4 dias - da_

e Zsemana

V:tamma C e DEN _;untos no mesmo frasco 3 d;as por semana ¢ apenas vitamina C nos. outros 4
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3.2. PREPARO DA SOLUCAQ

A solugdo de DEN era preparada com agua potavel filtrada da rede de
abastecimento da UNICAMP, manipulada em capela prépria por bidloga treinada, utilizando
luvas, mascara ¢ pipeta automatica de alta precisdo (Finnpipette ou Eppendorf, 0-50ul).
Esses cuidados sio necessarios pois o DEN € um carcindgeno volatil, altamente toxico,

podendo ser absorvido por inalagiio ou contato direto com a pele.

Para obter a dose desejada de DEN (10mg/kg peso, 40ul de DEN em 1000ml de
dgua) foram considerados o peso médio dos animais de 155g, a densidade da droga
(0,95¢g/ml) e a média diaria de ngestdo de agua pelo animal (30-40ml) (Apéndices 3 e 4 ).
Os 40ul de DEN eram acondicionados em microampolas de vidro, envoltas em papel

aluminio, protegidas da luz e colocadas em geladeira a 4°C, evitando desestébilizagﬁo

guimica do carcinogeno.

A solucdo de vitamina C era preparada do mesmo modo, usando dose de
1290mg/kg peso/dia ou 200mg/animal/dia (Apéndices 3 e 4).

3.3. ADMINISTRACAO DAS PROGAS

Devido a sua alta toxicidade, a DEN foi administrada trés dias por semana
(sexta-feira, sabado e domingo), evitando-se desta forma a morte dos amimais por seus

efeitos toOxicos.

Apbds diluidas, as drogas eram colocadas a disposi¢do dos animats como tnica

fonte de ingestao hidrica.

3.4. ALIMENTACAQO

Todos os animais foram alimentados com ragdo para roedores usada no biotério

do CEMIB (Apéndice 2), ad libitum, trocada uma vez por semana.
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3.5. OBSERVACAO DOS ANIMAIS

Os animais eram observados diariamente. O volume de DEN e o de vitamina C

ingeridos por gaiola eram medidos todos os dias.

O peso inicial (PI) foi obtido no principio do ensaio e o peseo final (PF), quando

o animal era sacrificado. Além disso, eram pesados uma vez por més.

Os volumes ingeridos de agua e solugdes, expressos em ml, eram calculados de
forma a determinar o volume médio ingerido diariamente por cada animal (VMDA); e o

volume médio ingerido diariamente por grupo (VMDG).

3.6. SACRIFICIO DOS ANIMAIS E NECROPSIA

Os animais foram sacrificados com inalagio de éter etilico, em cuba de vidro
fechado.

A necropsia fol realizada imediatamente apds o 6bito, fixando-se o animal em
prancha de madeira com fixadores elasticos. Para facilitar a dissec¢dio esofagica, era
introduzida uma sonda de polietileno fina, por via oral, até o estémago. Em seguida,
procedia-se a ressecgdo da parede abdominal anterior e do gradeado costal direito e esquerdo
até a regifio mentoniana, com tesoura de Adayo, com ampla exposicio das cavidades
abdominal e toracica e da regifio cervical, identificando-se no estdmago a sonda orogastrica

previamente posicionada.

Tracionando-se o estdmago, era iniciada sua disseccdo, liberando-se a grande
curvatura, o ligamento gastroesplénico e a pequena curvatura (ligamento hepatogastrico). O
estdmago era seccionado em sua transigdo com o duodeno. Apds sec¢do do diafragma e
liberacdo do esdfago do hiato diafragmatico, progredia-se cranialmente pelo mediastino
posterior. Enquanto isso, a sonda orogastrica facilitava na orientagfio da disseccio das
estruturas vizinhas do esdfago, sem lesar a sua parede. Apods a disseccdo do esbfago cervical,

era realizada a sec¢io do orgdo, junto a faringe.

Metodologia 34



A pega, incluindo esdfago e estdmago, era retirada em monobloco e lavada em
soro fisiologico. Encontrando-se tumores associados, estes também eram ressecados para

posterior estudo histologico.

3.7. ANALISE MACROSCOPICA

Apos a obtengiio do esdfago e do estdmago, realizava-se a abertura do estdmago
pela grande curvatura, desde o piloro até a cardia. A sonda era fixada na extremidade
proximal do esbfago, com fio de polipropileno 5.0, permitindo entdo a eversdo total do
orgdo. Com o esdfago evertido, era possivel a analise macroscopica inicial, no sentide de
identificar eventuais alteracdes e orientar a abertura do 6rgdo, sem incluir na linha de sec¢io,

as alteragOes macroscopicamente visiveis.

Procedia-se a seguir, a analise macroscépica a fresco das lesGes esofigicas,
classificando-as conforme os critérios da escola japonesa (GUIDELINES FOR THE
CLINICAL AND PATHOLQOGIC STUDIES ON CARCINOMA OF THE ESOPHAGUS BY
JAPANESE SOCIETY FOR ESOPHAGEAL DISEASES, 1976) (Figuras 3 e 4):

Al) Lesges tipo superficial
I - tipo superficial e protuso:
p- tipo polipoide
pl- tipo platd
sep- tipo predominantemente subepitelial
IT — tipo superficial e plano:
a - levemente elevado
b - plano

¢ - levemente deprimido
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III — tipo superficial e claramente deprimido

A2) LesOes com caracteristicas infiltrativas
1 —tipo protuso (Borrmann I)
2 — tipo ulcerativo e localizado (Borrmann 1I)
3 ~ tipo ulcerativo e infiltrativo (Borrmann IIT)

4 — tipo infiltrativo difuso (Borrmann IV)
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Lesido elevada - Ip Lesao elevada - ipl

Lesdao elevada - Isep Lesdo levemente elevada - lla
R e ————
g, S
Lesao plana - lib Lesao levemente deprimida - lic

Lesao deprimida - Ili

Figura 3. Esquema para classificagdo macroscopica das lesdes superficiais
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Borrmann 111 - Ulcerativo infiltrative Borrmann IV - Inflitrativo difuso

Figura 4 : Esquema para classificagio macroscépica das lesdes infiltrativas

A seguir, o conjunto es6fago e estdmago era submergido em solugio de lugol a
2%, por um periodo de 30 segundos. Apds secagem da pega, por um minuto, procedia-se a
analise da extensdo da mmcosa esofigica corada, considerando-se lugol negativo as areas
ndo coradas. Toda a analise macroscopica a fresco e apds coloragiio com lugol, era descrita

separadamente para cada animal, indicando-se a gaiola e o tempo de exposigio as drogas.

3.8. ANALISE MICROSCOPICA

Apds a coloragdio com lugol a 2%, as pegas eram fixadas com alfinetes, em
madeira compensada, de modo a manter o esdfago estirado. O segmento esofagogastrico era
imerso inicialmente em formol 10% por 24 horas e, apos, em alcool 70% por 72 horas.

A preparagio dos cortes a serem enviados para histologia seguiu padronizagio
da escola japonesa (GUIDELINES FOR THE CLINICAL AND PATHOLOGIC STUDIES
ON CARCINOMA OF THE ESOPHAGUS BY JAPANESE SOCIETY FOR ESOPHAGEAL
DISEASES, 1976), realizando-se corte longitudinal, paralelo ao maior etxo esofagico, e dois
cortes transversais, dividindo o esdfago em tergo superior, ter¢o médio e ter¢o inferior. Com
isso, obtinham-se seis fragmentos, numerados de um a seis, a partir do fragmento proximal

para o distal {Figura 3).
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Figura 5: Corte do es6fago em fragmentos 1,2,3,4,5¢6

Cada um desses segmentos era colocado, individualmente, em capsula de
plastico ¢ identificado. O material assim acondicionado, era submetido a processador
automatico histotécnico que permitia a desidratagdo, diafanizagio e impregnacio com

parafina (tipo paraplastic).

Apés a inclusio em blocos de parafina, cada fragmento era cortado
aleatoriamente com micrdétomo em seis niveis de profundidade, com espessura de 3y,
designados de A B,CD,E e F. Os cortes eram fixados em laminas, desparafinizados em

estufa e xilol, desidratados em alcool e corados pela hematoxilina-eosina (HE).
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Apés coloragdo padrio com HE, as ldminas eram examinadas em microscopio

6tico convencional.

O exame microscépico classificou as lesGes de acordo com sua natureza. As
neoplasias foram classificadas, segundo o nivel de invas@o das camadas da parede esofagica,
conforme a escola japonesa (GUIDELINES FOR THE CLINICAL AND PATHOLOGIC
STUDIES ON CARCINOMA OF THE ESOPHAGUS BY JAPANESE SOCIETY FOR
ESOPHAGEAL DISEASES, 1976) (Figura 6), em:

Muscuaris mucosae

&

Submucosa

Muscutar prépria

.‘___*

Figura 6 - Esquema para a avaliagdo microscopica das lesGes, segundo a escola japonesa
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I - Carcinoma In sifu - todas as lesbes restntas ao epitélio (intra-epiteliais).

II - Carcinoma microinvasivo - todas as lesGes que invadiam até a 1amina propria e, por sua

vez, subdividas em trés outros niveis:
mml - junto & membrana basal.
mm?2 - no espago entre a membrana basal e a muscularis mucosae.
mm3 - quando havia contato com a muscularis mucosae.

II - Carcinoma submucoso - todas as lesdes que invadiam a submucosa at€¢ a muscular

propria, e por sua vez, subdividas em trés outros niveis:
sml - superficial.
sm?2 - intermediario.
sm3 - quando havia contato com a camada muscular propria.

TV - Carcinoma avangado - quando havia invasdo além da camada muscular propria.

3.9, ANALISE ESTATISTICA

Os objetivos da analise estatistica foram: comparar o ganho de peso entre
os seis grupos em cada T; no T180 comparar o nimero de tumores macroscopicos e
microscopicos entre os grupos (IIL, IV, V e VI); e, comparar as proporgdes de acantélise e

papiloma entre 0s grupos.

Para anilise estatistica dos resultados foi utilizada a seguinte metodologia, com

nivel de significancia de 0,05:
a) ANOVA (analise de varidncia)
b) Teste de Duncan
¢} Teste de Kruskal-Wallis
d) Teste de Dunn
e) Teste Exato de Fisher

fy Box-Plot
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4. RESULTADOS




4.1. EVOLUCAO DO PESO DOS ANIMAIS
Para a avalia¢do da evolucdo ponderal dos animais foram levados em conta:

PI - peso inicial, verificado no momento em que eram colocados nas gaiolas e

iniciava-se a = administragio das drogas;
PF - peso final, obtido momentos antes do sacrificio;
A - diferenga entre o peso final e o inicial.

Estes dados foram coletados individualmente para cada animal. Dessa maneira
obteve-se PI, PF ¢ A, para cada ammal, em cada grupo, nos diferentes momentos de
sacrificio. Com estes mimeros foram feitas as médias simples dos PL, PF e A de cada grupo
nos tempos de sacrificio, conforme o que esta demonstrado nas Tabelas 21, 22, 23, 24, 25 ¢

26, no Apéndice 5, na linha correspondente & média.

A partir destes dados fot confeccionada tabela utilizando-se apenas a media geral
da evolugiio de peso (A = PF - PI), valor em vermelho nas tabelas 21, 22, 23, 24, 25 ¢ 26 do

Apéndice 5, de cada grupo em cada momento diferente de sacrificio (Tabela 7).

Tabela 7: Média da evolucio dos pesos (A=PF-PI) de cada grupo em relagdo ao tempo de

observagio

203 " 326 . __1-i§7 .
| _.__:__::_1.26._._.. | 5 T |
e 147 86 ;i;_#f
i 174 638 172
198 | 226 2_-;3 o 582_. .' 2‘_20"3:.'_ .

§ — Soma totat dos A
M — Média dos A
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Assim. foram obtidos A90, A120, A150 e ALB0 dos grupos 1, IL 1, IV, VeVl
respectivamente. Os valores de AS0, A120, A150 e A180 de cada grupo foram somados,
resultando em um valor 5 (somatorio da evolugio de peso, de cada tempo de sacrficio dos
grupos). Por sua vez. cada $ foi dividido por quatro, pois eram quatro 1empos de sacrificio
diferentes. resultando em um valor M, considerado a media de evolugio de peso dos animais

em cada grupo (Tabela 7). Estes valores foram
Grupo [ 296 gramas,
Grupa 11 299 gramas,
Grupo I 118 gramas,
Grupo IV 134 gramas;
Grupo V172 gramas,
Grupo VI 220 gramas.

No Grafico | pode-se observar a distribui¢do destes mesmos nameros

454

md

150-

Pesb &m gramas

Siupas
Grafice 1 - Média da evolugdo de ganho de peso dos
animais em cada grupo
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Assim, os dois grupos com maior ganho de peso foram [ e II, segmdos pelo VI

Os de menor ganho foram V, IV e 11l na ordem. Portanto os ammais que lomaram apenas

agua ¢ vitamina C tiveram a melhor evolugdo ponderal, enquanta o grupo que so recebeu

DEN apresentou o menor ganho de peso.

4.2. AVALIACAO DA QUANTIDADE DE AGUA E SOLUCOES INGERIDAS

A fgua e as solugdes com vitamina C, com DEN, ou com ambas, eram colocadas

em bebedoures graduados com capacidade para 500ml Diariamente era aferido o volume

ingerido pelo grupo (VDG) Este mamero era dividido por 10, estabelecendo-se o volume

diario ingendo por animal (VDA) Assim, somando-se todos os VDG de cada grupo e

dividindo-se pelo mimero de dias em cada tempo de sacnficio, encontrava-s¢ o volume

médio diario ingerido por grupo (VMDG), que dividido por 10, resuitava no volume medio

diario por animal (VMDA) de cada grupo, em cada momento diferente de sacrificio

(Tahela 8).

Tabela 8 - Volume de solugdo ingerida em relagio ao tempo de observagio

TEMPO Qi 120 150 180

"GRUPO VMDG VMDA VMDG VMDA VMDG VMDA  VMDG VMDA
1 323 333 348 34E 311 izl 315 1.3
i i 288 327 327 331 151 39 3.4
I 182 282 274 274 280 IR 144 14.4
v 198 98 300 300 192 0.2 2498 0 E
W 2932 %2 4 34 T80 280 300 3
Wl 285 it 3 D 30 91 i | 295 29.5

* ecmml

YMIDG — Volume medio dizne do grupe

VMDA - Volume médio diano por ammal
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Mos Graficos 2, 3, 4 e 5 pode-se observar o VMDA de cada grupo, nos
diferentes momentos de sacrificio. Em todos 05 T os grupos com maiores volumes ingeridos,
foram os de apenas agua ou de soluglio de vitamina C O grupo com menor volume mgerido

foi o de DEN O outros grupos apresentaram valores intermediarios.

Grifics 2 - VVDA am Talde cada grupo

Grafism % - WMIOA g T120 &m cadn grilfo
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Grafco 4 - WMDA =m T150 de caxdn grupa

Grafica 5 - VMDA am 130 do cada grupo.
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4.3. ANALISE MACROSCOPICA

Mos grupos | e Il ndo foi observada nenhuma lesdo neoplasica, sendo o aspecto

da mucosa normal em todos os tempos de observagio (Figura 7)

Mos grupos UL IV, V e V1, nos T90 e T120, também ndo foi detectada nenhuma
alteragdo macroscopica. As lesbes encontradas, mestes grupos, em T150 ¢ TI180, ser@o

descritas separadamente;
Tempo de observacao: 130 dias

Mo grupo Il foram observadas 10 lesdes (1 lesio por amimal), assim

classificadas:

Ip - 3 lesbes - 3084,
Ipl - 1 lesdo - 10%,
I1a - 5 lesdes - 50%;
b - 1 lesdo - 10%

No grupe IV toram identificadas 7 lesoes (0,7 lesio por animal), assim
classificadas

Ip - 2 lesBes - 28,5%;

I1a - 3 lesdes - 43%;

IIb - 2 lesdes - 28 5%.

Mos grupas V ¢ VI nio for diagnosticada nenhuma lesio.

Estes dados podem ser também observados na Tabela 9 e no Grafico 6
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Tabela 9: Resultados da avaliagio macroscopica, com numero de lesdes encontradas por

grupo em T150
GRUPDS
o 1 T v VI
“Lesdes Superficiais
e ; ——g 5 g
Ipt 1 0 1 0
e MR O e g e ¥ i 3 s
Ifa 5 i 0
1 i e — 5 e 1
e i 0 i 0
i 0 [V 0 T T
Lestes Infiltratvas Borrmann
..................... i ; e = —
1 1} ] 0
1 0 0 0 i3
I 0 0 0 0
Ty v —_— T o
Totil de Lesdes por animal 1.0 07 i i

#Mos grupes | ¢ [ ndo ocorren nenhuiig lesdo

Wil O imsres.

Biupbs

Grafics § - Nimers Tolal de Tumones enconirades por grupo « Analise

Maciogchpica am T180

Resnitedor
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Tempo de observacio: 180 dias

Mo grupo [l foram observadas 48 lesGes (4.8 lesbes por amimal), assim

classificadas:
Ip - 14 leshes - 29.2% |
Ipl - 8 lesbes - 16,7%:;
[la - 14 lesdes - 20,3%;
b - 7 lesbes - 14,6%;
Borrmann [ - 4 lesoes - 8,3%;
Bormmmann 1 - 1 lesdo - 2,1%%0.

No grupo IV foram encontradas 31 lesdes (3,1 lesdes por animal), assim

classificadas:
Ip - 10 lesdes - 32.3%;
Ipl - 4 leses - 12,9%,
[la - 10 lesbes - 32.3%;
b - 3 lesdes - 9, T%;
g - 1 lesdio - 3,2%;
Borrmann 1 - 2 lesdes - 6,3%;

Borrmann 1 - 1 lesdo - 3.2%.
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Mo grupo V' foram identificadas 5 lesdes (0,5 lesdo por amimal), assim
classificadas:

Ip - 2 lesdes - 40%40;
Ipl - I lesdo - 20%;
Ila - 2 lesdes - 40%

Mo grupo VI for encontrada apenas uma lesdo (ITb - 100%). Todos os dados

podem ser observados na Tabela 10, no Grafico 7 ¢ nas Figuras ¢, 11, 13 e 15

Tabela 10: Resultados da avalagio macroscopica, com o nimero de lesdes encontradas por

grupao em T180

GRIUPOS
I v v VI
Lesbes Superficians
AP 14 i g i
Ipl 8 4 1 0
Taep 7 e I 0
Tia 14 1 2 0
1]1:. ——— g ; |
e i [ 0 0
. e . ; -
Lesbes Infiltrativas Borrmann
1 4 2 0 i
1 ! I i 0
i j 0 0 T ke ] 0
™v 0 0 0 0
T — & —
Total de Lesbes por aninal 4.8 31 5 1

*Mos grupos | e 11 ndo ocorreu nenhuma lesdo nesplisica
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Hirram de ivmoies

Grifica T - Mmers Tobd de Turmoes ancortradas por grupa - Anblise macretodpica am
Ti8D

4.4. ANALISE MICROSCOPICA

Mo grupo | foi encontrada apenas hiperqueratose em dois anmmas (20%), ¢m
cada tempo de observagio (Figura 8) Mo grupo 11 ocorren hiperqueratose em dois casos
(20%0) em T1350 e trés (30%) em TI180 Além disso, foram verificados dois casos de
acantolise (2080 em T150 e em T80

Nos grupos L IV, V e VL em T90 e TI120, ndo foram encontradas lesdes

microscopicas. As lestes encontradas em 1150 e T180 serio descritas separadamente
Tempo de observagao: 150 dias

No grupo 1T foram encontradas seis lesdes neoplasicas (0.6 lesdo por animal ).

assim classificadas
i sfin - 3 lesdes - 50700,
mm| - 3 lesdes - 50%,

outras lestes acantolise 5 casos - 50%.
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Mo grupe VI foram identificadas cinco lesdes neoplasicas (0.5 lesdo por animal),

assimn classificadas:
i st - 4 lesoes - 80%40;
mml - | lesdo - 20%%,
outras lestes: acantohse: 3 casos - 30%.

No grupe V oocorreu apenas um caso de acantolise (10%), e no grupoe VI
nenhuma lesdo foi observada Os resultados deste tempo de observagio podem ser

examinados na Tabela 11 e no Grafico ®

Tabela 11: Resultados da avaliagio microscopica com numero de lesdes encontradas por

grupo em T150

GRUPDS

i m TV Vi | VI
Carcinoma i it 3 4 0 4]
Carcinoma nacroinyasive

nimn | 3 1 0 i

i i ¥ i 0

mm3 u i 0 i
Carcinoma submucoss

=ml a ] L] ]

=m2 q i i 0

sm3 i i 0 0
Carcimoma avangado 1 L] i 1]
Total de Lestes B 5 0 0
Total de Lesdes por animal 0.6 0.5 0 0

*Mos grupos | e 11 nde ocerren nenhuma lesdo neoplasica
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Hivmsiio de durraran

Grafica B - Mameras Tatal de Tumaones erconbrados por grupo - Analise
Microscopica =m T150

Tempeo de observacao: 180 dias

No grupo I11 foram diagnosticadas 23 lesoes neoplasicas (2,3 lesdes por animal},

assim classificadas,

in sity = 4 lesoes - 17,4%;

mm1 -5 lesdes - 21, 7%,

mm2 - 5 lesties - 21, 7%,

mm3 - | lesdo - 4,3%,

sml - 2 lesbes - 8. 7%,

sm2 - 2 lesbes - 8, 7%,

sm3 - | lesfio - 4,3%,

avangado - 3 lesDes - 13,2%,;

outras lesoes papiloma - 8 casos (30%),
acantolise - & casos {60%)
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No grupo IV foram observadas 17 lesbes neoplasicas (1,7 lesdes por animal),

assim classificadas:

in st - 3 lestes - 17,6%;

mm] - 7 leshes - 41, 2%,

mm2 - 5 lesdes 29 4%;

sml - 1 lesdo - 5,9%,

sm2 - 1 lesdo - 5,9%;

outras lesdes: papiloma - 4 casos (40%) - 0.4 lesdo por animal;
acantolise - 4 casos (40%) - 0,4 lesdo por amimal

Mo grupo V foram identificadas trés lesdes neoplasicas (0,3 lesio por animal),

todas mm1 (100%4), Qutras lesbes encontradas foram:
papiloma - 2 casos (20%),
acantolise - 2 casos (20%).

Mo grupo V1 foi venficada apenas uma lesdio neoplasica wr st (100%)
(0.1 lesio por amimal) Estes resultados podem ser observados na Tabela 12, no Grafico 9 ¢

nas Figuras 10, 12, 14 ¢ 16,
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Tabela 12: Resultados da avaliagdo microscopica com o numero de lesdes encontradas por

grupo em TR0

GRUPOS

i1 A A VI
Carcinoma in sitn + 3 0 I
CAICinnma MCToinvasve
mml 5 T 3 ]
mm? 5 £ i) {h
mm3 1 i 0 0
Carcimoma submmcoso
sml 2 | 0 i
sm2 2 1 0 i
sm3 1 (i) 0 0
Carcinoma avangads 3 0 0 0
Total de Lesies 23 17 3 |
Taotal de Lesdes por amimal 23 03 0.1

*Mos grupos [ o 1 ndo ocorreu nenhuma lesdo neoplasica
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Hprveion de NeTailed

Grifico 3 - Kémam Tobsl de Tumsnes sMonrados f20 grups - Andlme micmocdpica om
TiEm

Mos graficos 10, 11, pode ser observado o nimero de lesdes neoplasicas por

animal.

Grifios 10 - Lesdes Neopiasicas por Animal - Al ingio Micicscdgec sn TTED @ TH50
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ot ey
Grifiea 14 - Lesdas Sanplinicas por Animal - Avallagss Microxcsgics am T80 & T150
Nos graficos 12 ¢ 13 esta demonstrado o numero e distribuigdo por grupe das

outras lesdes encontradas acantolise e papiloma

vy dis S

Gridica 12 - Miivens da Casos de Acanbdlse por Gropa sm TI50
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Figura 7: Esotago normal - avaliagio macroseapica - Grupo I T150

Figura 8: Esofago normal - avaliagio microscopica - grupo | T150
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Fignra 10: Avaliagio microscopica - grupo [T T18D
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Figura 12: Avaliagio microscopica - grupo [V TI180
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Figura 13: Avaliagio macroscopica de peca do grupo V' TI8G
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Figura 15: Avaliagin macroscopica de pega do grupo V1 TI80

Figura 16: Avaliagio microscopica - grupo V1 TI8D
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Figura 18: Acantohise - avaliagao microscopica
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Figura 19: Esofago do grupo I - a fresco

Figura 20: Esofago da figura anterior corado com lugol
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4.5. ANALISE ESTATISTICA
4.5.1. Avaliaciio do ganho de peso

Para a comparagio do ganho de peso entre os grupos, foi utilizada a ANOVA,

seauida de comparagdes multiplas pelo teste de Duncan, (Tabela 13)

Tabela 13 Analise de varidncia para o ganho de peso

Tempo GL F pr = valor Grupaes diferentes
91 3 22 64 00001 I NI ¥ I IV
120 3 128,47 00001 1T VL ¥ Iv I
150 5 172,11 0,000 I I Vi v IV IO
150 5 192,18 0,000 Iyl viIviIn

oS com mesmis cores N30 apresentam cvidéncaa de diferenga

Houve diferenga sigmificativa de ganho de peso entre os grupos. O grupo 1, em

toddos os tempos, foi o de menor ganho ponderal, enquanto os grupos | e Il tiveram sempre o

mesmo e melhor desempenho ponderal. Dos grupos que receberam associagio de vitamina

C e DEN. o grupo V1 foi o que apresentou major aumento de peso (Grafico 14)

e B e
= g = o
AW By (v

350
300 -
250 -
200 —-

150 —

Ditadanss mida das pessd [gramas)

100 =

-

s |

Fempo

Grifico 14 Media e desvio-padrio da diferenga de peso em cada T Os grupos com a

mesma letra ndo apresentam evidéncias de diferenga
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4.5.2. Avaliaciao do nomero de tumores

0 teste de KRUSKAL-WALLIS (Analise de wvaridncia nio-paramétrica),
seguido de comparagbes multiplas pelo teste de DUNN, foi aplicado na comparagio do
namero de tumores e o teste exato de FISCHER para comparacio das proporgdes
(Tabela 14)

Tabela 14 Nivers de significancia do Teste de Kruskal-Walhs para o nimero de tumores

em T80

p- VALOR GRUPOS DIFERENTES
Avaliagso mECToscopic 00,0001 WI-%, -V, TV-Y, TV-NT
Avaliagio microscdpica 10001 A=W, M=V, TV-VI

Houve diferenca significativa, quanto ao nimerg de tumores, entre 05 grupos,

L V e V1. Entre o5 grupos I e I'V ndo houve diferenca significativa (Grafico 15 ¢ 16).
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Grifico 15: Distribuigao grafica por Box-Plor para o numero de tumores no T180 em cada
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Grifico 16- Distribuigio grafica por Box-Plof para o nomero de tumores ¢m T180 na

avaliagdo microscopica

4.5.3. Avaliacio da ocorréncia de acantolise e papiloma

Aplicando o Teste Exato de Fischer (Bicaudal) em TI50 ¢ TI180, pode-se
observar diferenca significativa entre os grupos para acantolise ou para papiloma, com

ocorréneia aumentada no grupo 111
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5. DISCUSSAO




5.1. GENERALIDADES

A vitamina C tem sido utilizada em altas doses, mostrando eficiéncia no
tratamento de uma grande variedade de doengas. Estes efeitos, embora ainda ndo
completamente explicados, fisio ¢ farmacologicamente j& podem ser melhor entendidos e
com certeza vio muito além do esperado para uma simples vitamina. Como antioxidante, a
vitamina C doa elétrons com alta concentragio energética para neutralizar radicais livres,
tornando-se desidroascorbato. Este, por sua vez, novamente recebe mais elétrons, sendo
novamente reduzido a vitamina C, para ser reutilizado (CATHCART, 1991). KLENNER
(1948; 1949; 1971; 1974) demonstrou que a maioria das doengas virais pode ser curada
com o uso de vitamina C por via endovenosa, em doses de até 200g por dia. PAULING
(1970) apds cuidadosa revisdo da literatura, estudou a utilizagéo de vitamina C para
tratamento de resfriado e gripe. Mais tarde, da associagio de PAULING & CAMERON
(CAMERON & PAULING, 1979; CAMERON ef al., 1979) resultou a proposta de sua
utilizagdo para terapéutica do cincer. CATHCART (1991) observou uma incrivel tolerdncia
do intestino delgado ao acido ascorbico administrado por via oral, quando o individuo esta
doente. Comprovou que doses anteriormente ndo suportadas sem produzir diarréia, eram
adequadamente aceitas, até mesmo em quantidades bem maiores, quando o mesmo
individuo estava doente. Também demonstrou a rapida mefhora de viroses com altas doses

de vitamina C (15 2 200g por dia).

A poluigio ambiental global tem aumentado muito nos ultimos anos,
principalmente como resultado do crescimento da atividade industrial ¢ da economia em
todo o mundo uma das consequéncias disso ¢ uma maior poluigdo do ar e da agua, o uso
excessivo de pesticidas, a alimentagdo inadequada ¢ um ritmo de vida em geral nio
saudavel com sedentarismo e habitos indesejaveis, como tabagismo e etilismo, por
exemplo. Como resultado direto, ocorre o aumento do numero de mutagbes e
consequentemente do risco de aparecimento de cdncer. Na tentativa de diminuigdo deste
risco, muitos produtos tém sido propostos. Entre eles as vitaminas, e em especial, o acido

ascoOrbico, tém recebido destaque.
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A inibicio da mutagenicidade pela vitamina C ja ¢é bem conhecida
(RAHIMTULA et al, 1977, GUTTENPLAN, 1978, ROSIN & STICH, 1979,
KALLISTRATOS & FASSKE, 1980; KHUDOLEY et al, 1981; DION et al., 1982,
BHATTACHARYA ef al., 1984; NORKUS & KUENZIG, 1985; 0"CONNOR et al., 1985,
RAINA & GURTOO, 1985, TERWEL & VAN DER HOEVEN, 1985, KURODA, 1986;
ALZIEU et al., 1987, KURODA, 1987, FRANCIS et al. 1989; KURODA, 1990). E
interessante sugerir que um dos possiveis mecanismos de agdo da vitamina C na inibigic da
mutagenicidade seria relacionada as rea¢Ses de oxidagio e redugio, inibindo a atuagdo de

carcindgenos € radicais livres.

Na literatura pode ser observado que as nitrosaminas ja foram utilizadas para
induzir cancer em diversos 6rgdos como: figado, pulmio, estdmago, rim, bexiga, sistema
nervoso, mama, nasofaringe, colon, pele e esdfago. Varios estudos avaliaram a eficiéncia
da vitamina C com agente inibidor ou protetor de carcinogénese em diversos 6rgéos, porém

nenhum deles avaliou seu efeito sobre o eséfago, sendo esta pesquisa pioneira nesta area.

5.2. CARCINOGENESE PELAS NITROSAMINAS

O entendimento da carcinogénese ¢ fundamental para a criagdo de mecanismos

eficientes que busquem a adequada abordagem do cancer, seu tratamento e sua prevengao.

As nitrosaminas, juntamente com a aflatoxina, sio 0s mais potentes indutores

quimicos de tumores conhecidos (GRICIUTE, 1978; MEDHAT ef al., 1991).

Aproximadamente 300 tipos de nitrosaminas j& foram descritas como capazes
de induzir cincer em cerca de 30 espécies diferentes de animais. Embora efetivamente a
capacidade das nitrosaminas de induzirem céncer também no homem nio tenha sido
cientificamente comprovada, todos os dados bioquimicos disponiveis de estudos
experimentais em mamiferos, indicam que estes compostos também sejam carcinogeneticos
para este (DRUCKREY et al., 1967, BOGOVSKI & BOGOVSKI, 1981, PREUSSMANN
& STEWART, 1981; LIJINSKY, 1987, PETO et al., 1991; LIJINSKY,1992).
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Praticamente todos os Orgdos sdo passiveis de indugfo de tumores pelas
nitrosaminas. No aparelho digestivo, esdfago, estdmago ¢ figado sdo os mais estudados,
niio apenas pela facilidade, como também pelo fato de que varias sio as drogas capazes de
induzir carcinogénese nestes orgdos. O estdmago operado também tem sido objeto de
inimeras pesquisas experimentais, no sentidlo de se demonstrar que pacientes
gastrectomizados, a longo prazo, tém maior probabilidade de surgimento de carcinoma no

coto gastrico remanescente (BARTSCH ez al., 1989; ANDREOLLO, 1994).

Alguns fatores sfio bem conhecidos em relagio a carcinogénese pelas

nitrosaminas:

a) existe uma suscetibilidade especifica para cada espécie e também
seletividade para determinados 6rgéios, de acordo com a estrutura quimica da nitrosamina e
com a dose ¢ o tempo de administragio. Tumores de figado, eséfago, pulméo, nasofaringe,
bexiga e paraestdmage s3o comuns em ratos. Ja nos hamsters, o esdfago, por exemplo, que
é um dos drgdo mais afetados no rato, nfio desenvolve tumor. Em contraste, o pancreas do
hamster é muito mais suscetivel que o do rato. Assim, a nitrosometilbenzilamina e a DEN
sio muito utilizadas na inducgiio de cincer de esdfage em ratos; nitrosobisoxopropilamina
para cancer de pancreas em Syrian golden hamster; nitrosobutilhidroxibutilamina para
cincer de bexiga em ratos e metilnitrosaminobutano para cancer de pulm@c em ratos
(DRUCKREY ef al, 1967, PREUSSMANN & STEWART, 1981, LIJINSKY, 1987,
1992);

b) independente da via de administragdo, oral, venosa, subcutdnea ou inalatoria,
os sitios de inducio de tumor serdo os mesmos (DRUCKREY et al.,1967; PREUSSMANN
& STEWART, 1981),

¢) as nitrosaminas sio substincias extremamente toxicas, sendo que algumas
sio capazes de induzir tumor com doses extremamente baixas. Doses de 1ppm levam a
formacgdo de tumor de figado em cerca de 25% dos animais, enquanto que com 0,1ppm este

nimero cai para 2,5%, mostrando uma relagdo linear (HECHT, 1997).
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As nitrosaminas ocorrem no ambiente e também podem ser formadas
endogenamente, necessitando  ativagio metabolica para apresentarem  atuagdo

carcinogenética, causando, entao lesdo ao DNA e consequentemente cancer.

Existem trés mecanismos principais para prevencdo da carcinogénese pelas
nitrosaminas: evitar o contato com nitrosaminas pré-formadas, prevencdo da mitrosagio

endogena e blogueio bioquimico da atuagio das nitrosaminas (HECHT, 1997).

A facilidade com que o homem pode entrar em contato com 0s COMPOStOs
nitrosos, quer por via endogena, quer exdgena, tem despertado muita preocupagio. Assim,
o desenvolvimento de métodos analiticos que pudessem quantificar as nitrosaminas
tornou-se muito necessario € importante, culminando com o Thermal Energy Analyzer. Este
método baseia-se na ruptura da ligagio N-N=0 e conseqiiente analise por cromatografia a
gas, e tem sido amplamente utilizado em todo o mundo (FINE & ROUNBEHLER, 1973;
OHSHIMA & BARTSCH, 1581).

A exposi¢io exdgena a nitrosaminas pré-formadas pode ocorrer de diversas

formas:

a) Dietética: o uso de nitrito como conservante e estabilizante dos alimentos ¢
uma pratica bastante comum em todo o mundo, sendo usado principalmente em carnes
curadas, defumadas e peixes. Com o entendimento ¢ a divulgag@o dos efeitos nocivos das
nitrosaminas como conservantes, tém sido realizadas campanhas em nivel mundial para
diminui¢io de seu uso indiscriminado. Em alguns paises ji existe legisiagdo obrigando ao
uso de antioxidantes, como o acido ascorbico, em produtos com nitrito. Isto levou ao longo
dos nltimos vinte anos a uma queda substancial do teor de nitrito na alimentagdo de em
torno de 100ppb para 10ppb. As principais nitrosaminas utilizadas atuaimente na
preservacio de alimentos sdo a nitrosodimetilamina e a nitrosopirrolidina (HOTCHKISS,
1989). Além de carnes, peixes, aves e toucinho (bacon) outros tipos de alimentos que
usualmente apresentam nitrosaminas sdo queijo, cerveja, bebidas alcoolicas, leite e
derivados. Como resultado das campanhas para redugdo de uso, o consumo diario de
nitrosaminas em paises desenvolvidos caiu para aproximadamente 1pug por individuo

(BARTSCH & SPIEGELHALDER, 1996).
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b) Ocupacional: ocorre pricipalmente relacionada as indistrias de borracha,
plastico, couro e metalurgia. As nitrosaminas mais comuns neste tipo de contaminagdo sao
a nitrosodimetilamina, a nitrosodietilamina, a nitrosomorfolina, a nitrosopiperidina e a
nitrosodietanolamina. Nas empresas a contaminagdo ocorre principalmente pelo ar
(TRICKER et al, 1989; SPIEGELHALDER & WACKER, 1994, BARTSCH &
SPIEGELHALDER, 1996; REH & FAJEN, 1996).

c) Tabagismo: no total 23 diferentes tipos de nitrosaminas j& foram
identificadas e processadas no cigarro, sendo que ele é a maior fonte de contaminagdo
exogena no homem. As nitrosaminas podem ser encontradas no fumo na ordem de 2 a 20
ng/cigarro, e este valor tem aumentado nos ultimos anos. A formagdo das nitrosaminas no
cigarro ocorre pela cura e nitrosagdo da nicotina durante o processamento do tabaco
(HOFFMANN & HECHT, 1985, HECHT <& HOFFMANN, 1988; HECHT &
HOFFMANN, 1989; HOFFMANN ef al., 1994).

d) Cosmeéticos: mais de 8000 tipos de maténias-primas sdo usadas na preparagdo
de cosméticos e muitas delas tém nitrosaminas como contaminante, conservante ou produto
ativo. A nifrosamina mais comum nos cosméticos € a nitrosodietanolamina, podendo ser
encontrada em concentracdes de até 3000ppb em alguns produtos (HAVERY & CHOU,
1994).

) Produtos quimicos, farmacéuticos e agrotoxicos: embora a presenca de
compostos nitrosados em remédios seja rara, o maior risco ocorre no consumo de drogas
com aminas secundérias ou terciarias, que poderfio soffer nitrosagdo intragastrica. Um
exemplo disto € o analgésico aminopirina. A presenga de nitrosaminas em pesticidas ¢
herbicidas normalmente reflete contaminagdo, quer na preparagio dos produtos por uso de
material inadequado ou de ma qualidade, quer no armazenamento, pois os nitritos séo
usados para preservagio do metal dos contéineres contra ferragem (TRICKER ef al., 1989,
BARTSCH & SPIEGELHALDER, 1996).

A formacio enddgena de nitrosaminas ocorre pela nitrosagio de aminas pelo
nitrito, em meio acido ou facilitado por bactérias, ou ainda pela reagfo com 6xido nitrico

formado durante inflamagio ou infecgdo (HECHT, 1997). Nitrosaminas podem ser
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prontamente formadas no meio 4acido do estdmago, existindo porém outros mecanismos de
origem. A ativagio dos macréfagos durante processos inflamatérios ird resultar no
aparecimento de 0xtdo nitrico. Este, por sua vez, reage com oxigénio, sendo que esta reagio
pode resultar em nitrosacio de aminas (LEAF ef al, 1989, LIU ef al., 1991). Bactérias
presentes em processos infecciosos também podem catalizar a nitrosacdo de aminas
(BARTSCH & SPIEGELHALDER, 1996). Utilizando-se nitrosoprolina, que ndo ¢
carcinogénica, varios estudos tém demonstrado a formag3o endogena de mitrosammnas, a
partir da admimistragio de nitrato e prolina. Nesses mesmos estudos foi verificado que o
acido ascorbico pode inibir esta reagio (MARLETTA, 1988; MIRVISH ef al, 1993;
BARTSCH & SPIEGELHAILDER, 1996). Utilizando-se o teste da mnitrosoprolina, a
exposi¢io aumentada aos compostos nitrosos tem sido demonstrada em grupos sujeitos a
risco elevado de céncer de estGmago, esbfago, cavidade oral, nasofaringe e pulmdo
(BARTSCH & SPIEGELHALDER, 1996).

Neste estudo, o composto nitrosado uftlizado para a indugio de céincer
esofagico foi a dietilnitrosamina - DEN - n-nitrosodiethylamine, peso molecular 1021,
constituida de um radical nitroso ligado a quatro atomos de carbono e dez de hidrogénio.
Esta substincia € conhecida ha mais de 30 anos por sua capacidade de formar tumores
(DRUCKREY, 1961), sendo utilizada mundialmente com este objetivo. E uma
dialquilnitrosamina simétrica, considerada um carcindgeno completo, capaz de produzir
neoplasias em vartos oOrgdos de diversos animals, com predilecio para o sistema
respiratorio, digestivo alto, figado e rins, dependendo de dose e tempo de administragdo. O
uso da DEN, na producdc de carcinoma esofagico de camundongos, fol primeiramente
realizado por CLAPP & CRAIG, em 1967, obtendo 18% de tumores em um periodo de seis
meses de exposigio & droga. SCHMAHL & HAMPERL (1961) determinaram a dose letal
de administracdo de DEN em ratos: 210mg/kg. Os animais morriam trés a 14 dias apds

receberem a droga, devido a necrose e hemorragia de figado e pulméo.

A demonstragio de que o tratamento com a DEN causa carcinoma esofagico e
hepatico, levou a suspeita inicial de agfio carcinogénica direta da droga, no caso dos
tumores esofagicos, ou que um intermediario alquilante poderia ser produzido locaimente e

ndo ser necessariamente resultante de metabolizag@o hepatica (CLAPP & CRAIG, 1967).
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Esta segunda hipotese tem sido melhor aceita, parecendo que o esdfago possui capacidade
bioquimica de produzir o carcinégeno propriamente dito (BAKER, 1974). Assim, tanto o
esdfago quanto o figado, poderiam atuar metabolicamente sobre a DEN, para formar o
carcinogeno ativo. Estudos posteriores demonstraram correlagio entre dose e tempo de
administra¢3o da DEN e sitio de indugéo do tumor. Doses altas, em curto periodo de tempo,
levariam & formagdo de tumor de figado, enquanto doses baixas, por tempo prolongado,

originariam tumor de esofago (PETO et al., 1991).

Quando se analisa ¢ volume de soluges ingerido durante o experimento,
observa-se que inicialmente em T90, este € muito semelhante em todos os grupos. Porém, a
medida que o tempo vai transcorrendo, formam-se, de acordo com a quantidade ingerida,
trés grupamentos diferentes, que vio se tomando cada vez mais distintos, conforme
aumenta 0 T. Assim, o maior volume ingerido ocorre nos grupos I e I1, enquanto o menor,

acontece no grupo HL Os grupos IV, V e VI aparecem com valores intermediarios.

Duas explicagdes podem ser aventadas para isto. A primeira, é relacionada ao
sabor da solugdo. Desde o inicio do experimento fica claro que o rato nfio tolera bem o
sabor da solugdo com DEN, e que a vitamina C de alguma forma poderia melhorar este
sabor, fazendo com que os animais aceitassem melhor a solug¢do com DEN e vitamina C no
mesmo frasco. Porém, conforme aumenta o T, os ratos vio tomando cada vez menos a
solucdo de DEN, podendo aqui ter influéncia também, o aparecimento dos tumores,

levando o animal a apresentar disfagia.

A analise do ganho de peso também tem aspectos mteressantes. Os grupos I e IT
sempre foram semelhantes, com o maior aumento ponderal durante a pesquisa. O grupo I
teve o pior desempenho, com valor semelhanie ao do grupo IV. Os grupos V e VI
apresentaram valores intermediarios. Para entender o baixo ganho de peso dos animais que
tomaram a solugdo de DEN, as explicagGes mais plausiveis parecem ser os efeitos toxicos
da droga e a disfagia provocada pelo crescimento dos tumores, levando o animal a ter
dificuldade para engolir. Outro fator poderia ser o efeito consuptivo dos tumores.

Novamente aqui, a vitamina C atuou de maneira favoravel.
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A dose escolhida de DEN para este estudo foi de 10mg/kg, seguindo
padronizagio (RUBIO, 1982, KRUEL, 1992; SALLET, 1996). Assim evitam-se os efeitos
toxicos principalmente no figado, pulmio e rim, procurando-se menor mortatidade dos

animais, durante o0 experimento.

As nitrosaminas necessitam ativa¢do metabélica para causar lesio no DNA,
iniciando o processo de carcinogénese. Esta ativagdo ocormre por catalise a partir do grupo
enzimatico do citocrome P450, no reticulo endoplasmatico da mucosa esofageana, em
reacdio de alfa-hidroxilagiio. O resultado sera a formagio de agentes alquilantes, sendo o
mais importante o diazdnio, que irdo atuar no DNA e RN4 em diferentes sitios, provocando
muta¢do e inicio da carcinogénese (MOCHIZUXKI ef al, 1980; YANG et al 1990,
MIRVISH ef al., 1993).

5.3, CARCINOGENESE E HISTOGENESE

Embora ainda se esteja longe do entendimento por completo do fendmeno da
carcinogénese, este certamente estd relacionado a alteragbes do DNA. Estas alteracoes
podem ocorrer devido a acdo lesiva de uma série de agentes, que podem provir tanto de
fontes exdgenas quanto endogenas. Modificagdes do DNA sdo normais € ocorrem com
freqiiéncia, porém sdo corrigidas pelos sistemas reparadores de DNA. Quando esta comrecio
ndo ¢ efetivada, iniclam-se mutages genéticas que resultam no aparecimento de proteinas
com propriedades e fungGes alteradas. Além destas alteragBes genéticas adquiridas, existem
também aquelas herdadas, que ja4 nascem com o individuo (WACHSMAN, 1997). O
mecanismo mais comum de lesdo do DNA parece estar relacionado a reagdes de metilagio,
quer por hipermetilagio de genes supressores de tumor, quer por hipometilacio de
oncogenes (COUNTS & GOODMAN, 1995).

A alquilagio e as lesdes oxidativas levam a hipometilaciio e ativagio de
mecamismos que resultam na formag@io de fendas no DNA (WILSON & JONES, 1983).
Estas lesGes podem ser reparadas por enzimas como a metiltransferase. Substincias como
o oxide nitrico, por exemplo, resultam em alquilagdo e inibigdo da atividade desta enzima.
O resultado ¢ a formagio de mutagdes (XIAQO & SAMSON, 1993; LAVAL & WINK,
1994).
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A metilagdo € um evento constante e normal na manutencio da estrutura do
DN4. O problema surge quando esta reagfio é alterada para mais ou para menos. Diversas

substancias podem interferir nesta reagio (WACHSMAN, 1997) (Tabela 15).

Tabela 13: Substéncias quimicas que podem alterar a metilagio do DNA

Nesta tabela pode-se observar que os carcinégenos, especialmente a DEN,
substancia utilizada neste experimento, atuam por hipometilagiio, que em ultima analise
significa diminuigdo ou inibi¢do da sintese do DNA. KAUTIAINEN & JONES, em 1986,
foram os primeiros a demonstrar relagio entre metilagio do DNA e carcinogénese. Esta
conclusio resultou da observagdo de que células neoplasicas apresentavam niveis quatro a

3000 vezes superior de atividade de metiltransferase que as nio neoplasicas.

Neste experimento foi avaliada a capacidade da vitamina C de atuar na inibigio
da carcinogénese esofagica induzida por uma nitrosamina, a DEN. Os resultados foram
significativamente favoraveis e em todos os grupos em que ela foi utilizada ocorreu
reducdo do niimero de tumores na avaliagio macro e microscopica, nos dois momentos de

sacrificio em que houve aparecimento de neoplasias, T150 e T180.
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Considerando-se a avaliagdo macroscopica no T150: ocorreu reducio de 10
lesdes no grupo I para 7 no grupo IV (reducdic de 30%); e nenhuma lesio foi encontrada
nos grupos V e VI (reducio de 100%); no T180: ocorreu redugio de 48 lesdes no grupo III
para 31 no grupo IV (redugdo de 35%); para 5 lesSes no grupo V (redugio de 89%); e para
I lesdio no grupo VI (redugido de 98%) (Tabela 16).

Da mesma forma, considerando-se a avaliagdo microscopica no T150: ocorreu
reducdio de 6 lesdes no grupo III para 5 no grupo IV (redugiio de 16%); e nenhuma lesdo foi
encontrada nos grupos V e VI (redugio de 100%); no T180: ocorreu reducdo de 23 lesdes
no grupo It para 17 no grupo IV (reducio de 26%), para 3 lesdes no grupo V (reduciio de
87%); e para 1 les@io no grupo VI (redugdo de 95%) (Tabela 16).

Tabela 16: Numero de tumores encontrados por grupo em T150 € T180 e reducio em %

Se for realizada a correlagdo entre os dados observados em todos os grupos,
incluindo analise macro e microscopica e redugfio percentual dos tumores, pode-se concluir
que a reducdo do aparecimento de tumores foi significativa e diretamente proporcional ao
uso de vitamina C. Assim, no grupo que recebeu dcido ascorbico alternadamente com DEN
(grupo IV) foi de 30%, 35%, 16% e 26%. Este grupo foi criado para avaliar o efeito das
drogas independentemente uma da outra, pois aqui os animais recebiam as mesmas, em
bebedouros separados, o que impediria a reagio in vifro entre as duas substincias. Embora
exista referéncia na literatura de que ndo existiria reagdo de decomposi¢io in vifro entre
DEN e vitamina C (FAN & TANNENBAUM, 1972), preferiu-se tomar este cuidado. Com

referéncia a este tema, as duas situagdes que provocam alteragdo e decomposi¢io das
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nitrosaminas s30 envelhecimento do produto, mesmo assim, desde que adequadamente
armazenadas, sdo estaveis por anos; ¢ pH, sendo completamente estaveis em pH até 6,0,
entrando em decomposi¢do em pH acima de 7 (FAN & TANNENBAUM, 1972). O pH das

solugdes utilizadas neste estudo encontra-se na Tabela 20, no Apéndice 4.

Os grupos V e VI receberam solugdo com DEN e vitamina C da mesma forma,
ou seja, juntos no mesmo frasco trés dias por semana. A diferenga foi que o grupo V
recebia somente &gua nos outros quatro dias, enquanto o grupo VI continuava recebendo
vitamina C nestes dias. Nos dois, a redugio de formacdo de tumores macro e
microscopicamente foi extremamente significativa, chegando mesmo a 100% em T150 e

98% em T180, demonstrando que a vitamina C teve um papel efetivo.

O aparecimentos de lesdes associadas, papiloma e acantélise, ocorreu apenas
nos grupos que tomavam DEN, ou associa¢do de DEN e vitamina C. Estas lesdes nio
ocorreram nos grupos L, Il e VI. A incidéncia maior foi sempre no grupo Il Desta forma,

também fica claro o papel protetor da vitamina C no desenvolvimento destas lesoes.

5.4. VITAMINA C E CARCINOGENESE

MOKHTAR ef al. (1988) realizaram estudo em camundongos sobre o efeito
protetor da vitamina C e do soja sobre a carcinogénese induzida por dois compostos
nitrosados, a dibutilamina (DBA) e o nitrito sédico (NS). Apods 12 meses de observagio
demonstraram aparecimento de hepatoma em 27% dos animais e de papiloma de bexiga em
40% nos grupos que tinham recebido DBA+NS. Nos outros dois grupos que haviam
ingerido estas mesmas drogas juntamente com &cido ascorbico e soja, ndo ocorreu

desenvolvimento de nenhum tumeor.,

KESSLER ef al. (1992), no Gnico relato similar a este na literatura, porém
estudando a capacidade da vitamina C de inibir a formag¢io de tumor de figado, utilizando
DEN na dose de 6,4 mg/kg/animal/dia e vitamina C na dose de 43 mg/animal/dia por 135
dias, em ratos Wistar, também no mesmo protocolo, drogas trés dias por semana e vitamina

C conjuntamente e alternadamente, encontraram os seguintes resultados: no grupo que
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recebeu somente DEN, ocorreu formacio de carcinoma de figado em 89,7% dos casos; no
grupo que recebeu DEN e vitamina C alternados, ocorreu formag3o de tumores de figado
em 67,9% dos animais; e no grupo que recebeu DEN e vitamina C conjuntamente, ocorreu

formacéo de tumores em 55,2% dos casos.

Se a exposigiio a carcindgenos, especialmente as nitrosaminas, nido pode ser
evitada, a prevencio da atividade fisiologica destas drogas precisa ser considerada. Parece
que a melhor alternativa em termos de prevengdo € atuar em seu metabolismo, impedindo a
atuagdo no Orgdo alvo. Assim, qualquer composto que possa bloquear a ativagio
metabolica, neutralizar os derivados ativos ou favorecer a excregio podera ser considerado
um agente quimio-preventivo. Diversos compostos ja foram estudados de modo a impedir
os efeitos carcinogenéticos das nitrosaminas; isotiocianatos, dialilsulfidas, dissulfiram,
tiocarbamatos, 4cido eldgico, e até mesmos substincias comuns como os chas verde e preto
e o soja (IRVING ef al, 1983; WATTENBERG, 1987, MANDAL et al, 1988;
WARGOVICH ez al., 1988, WATTENBERG er al., 1989; FRANK ef al, 1990; ISHIZAKI
et al., 1990; MANDAL & STORNER, 1990; BRADY ef al., 1991; BRADY ef al. 1991a;
HONG et al., 1991; WANG et al., 1992; NISHIKAWA et ai., 1995, WILKINSON et al.,
1995). Com a evolugio dos estudos demonstrando a importéincia dos radicais livres, quer
diretamente na carcinogénese, quer na facilitagdo do processo, substincias de potencial

redutor, como a vitamina C, passaram a ser muito estudadas.

Embora poucas coisas ja tenham sido cientificamente comprovadas, varias
hipoteses tém sido aventadas para explicar o mecanismo pelo qual a vitamina C possa

interferir no processo da carcinogénese. Cada uma delas sera discutida separadamente:

5.4.1. Inibi¢ao da reacio de nitrosacio

Um dos principais mecanismos pelos quais o acido ascérbico parece interferir
na carcinogénese esta relacionado a sua habilidade de reduzir 4cido nitroso, prevenindo a
formacio de compostos nitrosados no estémago. Este fato, embora j4 tenha sido imaginado
h4 muito tempo, sé recentemente encontrou embasamento tedrico, com as medidas do acido
ascorbico no suco gastrico. MIRVISH (1972) foi o primeiro a levantar a hipétese de que a

vitamina € poderia inibir a nitrosag3o intragastrica.
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Esta bem demonstrado que individuos normais apresentam valores elevados de
acido ascorbico no suco gastrico, em comparagdo ao plasma, indicando assim, secregio
ativa no estdmago. Entretanto, em individuos com distirbios gastroduodenais, a
concentracdo de acido ascorbico no suco gastrico diminui, chegando até mesmo a ser
menor que a plasmaética, indicando a perda do mecanismo de secregZo ativa (SINGH &
GODBOLE, 1968, RATHBONE ef al., 1986; O°CONNOR ¢f al., 1989).

SCHORAH et al., em 1991, estudando a concentra¢do de acido ascorbico no
suco gastrico € no plasma de 133 individuos, confirmaram estes achados. Nos normais a
concentragdo de acido ascorbico no suco géstrico era maior que a plasmatica. Pacientes
com doencas cloridopépticas, especialmente gastrite cronica, tinham uma redugio
significativa, chegando até mesmo a niveis menores que os plasmaticos (Tabela 17). Foi
também avaliada a concentracio de 4dcido ascérbico e sua relagio com ao pH, sendo
observado que a hipocloridria (pH>4) era associada a2 uma queda significativa muitas vezes

inferior aos niveis plasmaticos de acido ascorbico (Tabela 18).

A analise destes dados em conjunto demonstra que o acido ascorbico é
secretado no suco gastrico em concentragdo bem mais alta, em rela¢io a plasmatica.
Através de bidpsias, pode-se comprovar que esta produgfo ativa se dd no corpo e antro
através de mecanismo ainda néo conhecido. A gastrite crnica interfere neste mecanismo,
deixando a concentrac;ﬁo de vitamina C no suco gastrico dependente dos niveis plasmaticos.
Se o pH eleva-se acima de quatro ocorre quase que a parada completa de secrecio da

vitamina C no suco gastrico.

A nitrosagdo ocorre pela reacdio de aminas ou amidas com uma grande
variedade de agentes nitrosantes, como o nitrito. Este pode ser formado a partir do nitrato,
por reducfio bactertana ou pela ativagio de macréfagos e lesio de células endoteliais.
SANDER & BUERKLE, em 1969, foram os primeiros a demonstrar que uma reagio entre

aminas ingeridas e nitrito, in vivo, resultaria na formagdo de nitrosaminas .

Estima-se que para gque haja uma consideravel reducdo da nitrosacio
intra-gastrica € necesséaria uma concentragdo de acido ascérbico de pelo menos o dobro da

r

de nitrito. A concentragdo de nitrito gastrico € normalmente baixa, em torno de
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10micromol/l. Individuos com doengas gastricas como gastrite, normalmente tém secrecio
de vitamina C de pelo menos trés vezes este valor. Mesmo na gastrite cronica a
concentracdo de acido ascOrbico costuma ser superior a isto. Isto nfo ocorre na
hipocloridria com pH acima de 4, quando a secregiio de 4cido ascorbico tende a zero,
enquanto, dependendo da alimentagdo, a concentragdo de nitrito pode chegar a 300
micromol/l. Assim, o paciente de risco para cincer seria aquele com hipocloridria. Sabe-se
que a reagdo de nitrosagdo também ¢ dependente de pH, ¢ que quanto menor o pH mais
eficiente ¢ a reagfio. Porém com pH elevado a nitrosagio acontecerd as custas nio de reacio
quimica, e sim bacteriana. Embora a vitamina C seja mais efetiva entre pH 3 e 7, também é
capaz de inibir a reagdo de nitrosagdo por bactérias, em pH neutro (SCHORAH ef al.,
1991).

Foi demonstrado que a concentragdo ideal de 4cido ascorbico para inibir a
reagio de nitrosacdo ¢ de 300 micromol/l. Em humanos, estima-se que esta concentragio

seja alcangada com uma dose oral diaria de 200mg de vitamina C (SCHORAH et a, 1991),

Tabela 17: Relagdo entre as concentragdes de vitamina C no suco gastrico € no plasma em

doengas clondopépticas

Fonte: SCHORAH eral., 1991
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Tabela 18: Relagdo entre vitamina C € pH do suco gastrico

Fonte: SCHORAH ef al., 1991

Embora a inibigio da reagdo de nitrosacdo seja uma propriedade muito
importante € ja comprovada i vitro, em animais de experimentagio ¢ em humanos, ela nio
deve ter influenciado significativamente a atuagio do composto nitrosado neste trabalho.
Isto porque a DEN € uma nitrosamina ja formada e pronta para atuar, nio necessitando

portanto, de nitrosagio gastrica ou bacteriana.

5.4.2. Atuacio no P450 e p53

A ativagdo metabolica das nitrosaminas é resultante da alfa-hidroxilagio
catalisada por citocromos P450. A partir desta reagfio os produtos formados so instaveis e
incapazes de cair na circulagdo sistémica novamente. O produto final seri um fon
alquildiazénio, que ira alquilar bases especificas de oncogenes ¢ genes supressores de
tumor, levando a mutacdes € a conseqiiente perda de crescimento e/ou diferenciacio
celular. Portanto, somente o tecido que possui um P450 capaz de metabolizar nitrosaminas,

€ susceptivel a tumores produzidos pela mesma.

O esdfago do rato € particularmente susceptivel a tumores induzidos por
nitrosaminas pois contém P450 expressos exclusivamente neste tecido e com uma alta
afinidade para metabolizar um namero variado de nitrosaminas. Estes P450 nio foram

ainda completamente caracterizados (REBEIRO PINTO, 1994),

Semelhante & situagfio com o rato, os citocromos P450 presentes no esdfago
humano ainda nfo foram caracterizados. Varios estudos tém demonstrado ocorrer um

polimorfismo genético na expressio de diversos citocromos P450 em humanos, bem como
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a tentativa de associa¢fo deste polimorfismo com alguns tipos de cincer, particularmente o
de pulméo. Este fato facilita a compreensdo do fendmeno da susceptibilidade individual
quanto ao risco do desenvolvimento de certos tumores, ja que a grande maioria dos tipos de
cancer tem origem quimica, e que muitos compostos que sdo iniciadores de tumores

necessitam de ativagio metabdlica, como no caso das nitrosaminas pelos citocromos P450
(GUENGERICH, 1996).

Compostos associados com uma alta incidéncia de cincer de esdfago em
diferentes partes do mundo, como o alcool ¢ o opio diminuem o metabolismo de
nitrosaminas no figado de ratos, mas nfio no esdfago (uma vez que os respectivos P450
responsaveis pelo metabolismo das nitrosaminas nestes dois 6rgios sio diferemtes),
provocando um aumento maior da exposigio do esdfago a estes carcinégenos. Isto explica a
potencializagdo da indugio de tumores, de até 300%, quando as nitrosaminas sio dadas
diluidas em etanol, em vez de dgua (BARTSCH, ez al, 1989; ANDERSON,; ez al, 1992;
1994),

A nivel molecular, diferentes lesSes de genes tém sido identificadas, quer seja
em oncogenes, em genes supressores de tumor ou ainda em lesdes provocadas diretamente
por virus (PURDIE ef al,, 1991; BENNET et al., 1992, FURIHATA et al., 1993).

A mutacao do gene supressor de tumor p53 € a alteragdo genética mais comum
no cancer humano (HOLLSTEIN er al., 1991). O gene supressor de tumor p33, que se
localiza no cromossomo 17, contém a fosfoproteina 53-kD envolvida no controle da
proliferacio ¢ morte celular (YIN ef al, 1992; REID ef al., 1993). A perda da funcdo da
proteina p53 ocorre normalmente seguindo lesfo dos éxons 5, 6, 7 e 8, resultando em
mutagio (TAMURA er al, 1992). Em tecidos normais esta proteina ¢ sintetizada
continuamente. Por ter meia-vida muito curta (2 a 15 minutos) ndo se acumula em niveis
significativos, tornando sua detecgdo por métodos imuno-histoquimicos praticamente
impossivel. No entanto, quando as células sGo expostas a agentes que danificam o DNA, a
proteina se torna estivel, provocando alteraces em diversos genes que sdo seus alvos,
como os genes que controlam o ciclo de crescimento e diferenciagio celular, e os genes
cfetores da apoptose. A existéncia de mutacbes leva a formacio de um aumento da

instabilidade do genoma de células potencialmente cancerosas, levando estas células a
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acumular alterag@es genéticas miltiplas (MONTESANO, ef al, 1996). Assim, a proteina
p53 com mutagdo € mais estavel e de mais facil detecglo, sendo utilizada com método de

identifica¢do da lesdo genética (BATTIFORA, 1994).

Cada vez mais a alteracdo da proteina p53 tem sido considerada importante no
aparecimento e desenvolvimento de tumores malignos, sendo que a perda do controle do
crescimento tumoral também tem sido relacionada ao prognostico da doenga (FLEJOU et
al., 1993; SHIMAY A ef al., 1993; YOUNES et al., 1993; SHIAO ef al., 1994). WANG et
al. (1993), encontraram reacdo nuclear positiva para p53 em 50% dos esdfagos normais, em
100% das displasias e em 82% dos carcinomas. PARENTT et al. (1995), identificaram-na

em 32% dos esdfagos normais, em 75% das displasias e em 74% dos carcinomas.

Embora a carcinogénese esofigica tenha multiplas etapas, a mutaciio da
proteina p53 parece acontecer precocemente, precedendo a alteracdo fenotipica, podendo

futuramente ser usada como forma de identificar individuos ou populacdes de maior risco
(WANG ez al., 1993; SARBIA et al., 1994).

A mutagio parece iniciar-se junto a ldmina basal (PIETENPOL e
VOGELSTEIN, 1993). A seguir, as células com mutagdo disseminam-se através da

mucosa, acompanhando o grau de displasia.

Além disso, niveis aumentados de proteina p53 podem ser encontrados em até
80% dos tumores malignos e raramente ocorrem em neoplasias benignas ou em tecidos
normais. Como conseqiiéncia, por sua especificidade e freqiiéncia, este acimulo de p53 tem
sido muito estudado, como um possivel marcador para diagnéstico precoce do tumor de

esdfago (HALL ez al., 1991; HEYDERMAN & DAGG, 1991; RONEN ef al., 1991).

A anélise do acumulo de p53 em células normais, pré-neoplasicas e cancerosas
leva a conclusdes interessantes quanto ao cincer de eséfago. O acimulo de p53 tem sido
observado em células normais do esdfago, nfo displasicas, e, em particular, no nucleo de
células proliferativas da camada basal da mucosa. Este aumento pode ocorrer também em
células do epitélio escamose do esdfago aparentemente normais. Esta expressio aumenta

progressivamente em hiperplasia da célula basal, lesdo pré-neoplasica, displisica e
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carcinoma de célula escamosa. Ainda nfio se sabe se a superexpressio de p53 na mucosa
esofagica normal e pré-neoplasica esta fincionalmente ativa, no entanto pode-se suspeitar
que exista uma alteragdo a nivel da regulagio de p53 e que este seria um evento precoce na

carcinogénese do eséfago (MONTESANOQ, 1996).

GRDISA et al. (1995), avaliando a atuagio in vitro do acido ascorbico sobre
células normais (fibroblastos) e tumorais de pancreas, laringe e colo uterino, demonstraram
ser esta droga capaz de induzir apoptose, ou seja, morte celular programada das células
neoplasicas. Este efeito da vitamina C parece ser dependente diretamente de sua
concentragéo. Inicialmente as células tumorais param de crescer e de se multiplicar, para
apls, entrarem em uma sequéncia de fendmenos que resulta na morte celular. Uma das
hipéteses para este acontecimento, seria a atuagdo da vitamina C sobre c-myc e p53. As
alteragdes observadas nas células tumorais tratadas foram: arredondamento, tornaram-se
menores, cromatina condensada, ruclei fragmentado e ruptura do DNA. Todas estas

mudancas s@o caracteristicas de apoptose, fendmeno muito relacionado a c-myc e p53.

Qutro mecanismo de acio da vitamina C poderia ser relacionado ao bloqueio
e/ou competigdo com os carcindgenos por enzimas do citocromo P450, impedindo sua

ativagdo metabolica.

5.4.3. Atunagio da vitamina C como antioxidante

Radicais sio moléculas que perderam um elétron. Quando saem de sua
localizagio normal sdo chamados radicais livres. Estes se caracterizam por sua alta
capacidade de reagir quimicamente, seqiestrando eléirons de moléculas adjacentes. Células
lesadas por radicais livres irfo colocar mais radicais livres em circulagiio, perpetuando o
processo. O organismo dispde de sistemas para impedir estas reagdes nocivas, que sio 0s
antioxidantes naturais, como as enzimas glutationa, catalase e superéxido dismutase.
Existem também outros antioxidantes naturais, nie enzimaticos. Porém, os radicais livres
que escaparem deste controle endogeno irdo causar les#o. A reagdo de neutralizacio dos
radicais livres nfio ocorre por atuag@o direta da substincia antioxidante, e sim do elétron

energético que ela carrega.
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Os radicais livres podem atuar de duas formas na carcinogénese, causando lesdo
direta da célula ou entdo rompendo a parede celular para que carcinégenos, como as

nitrosaminas, possam entrar na célula e danificarem o DNA.

A lesdo oxidativa do DNA4, isoladamente ou facilitando a atuacdo de
carcinogenos, parece ter papel importante no desevolvimento de tumores (CARNEY et al,
1991; FRAGA et al., 1991). Estudos da excreciio urinaria de DINA adducts demonstraram
que cada célula sofre 100.000 tentativas de lesio oxidativa do DINA por dia (CATHCART
et al., 1984). Estas lesSes podem ser efetivamente corrigidas pelos sistemas reparadores de
DNA, porém pode haver deficiéncia nesta reparagdio, resultando em lesio genética. FRAGA
et al. (1990), demonstraram em ratos, que com o processo de envelhecimento estes danos
celulares ao DNA se duplicam de intensidade. A lesdo oxidativa ao DNA pode também ser
quantificada por estudos de esperma, onde ja foi comprovada a capacidade da vitamina C
de proteger 0 DNA de lesio oxidativa (FRAGA. ef al 1991).

As evidéncias de que os radicais livies possam estar envolvidos na
carcinogénese sio muito consistentes, provocando lesio de lipidios, proteinas, membranas
e do proprio DNA. Estes podem resultar de fontes externas, como hidrocarbonetos
aromdticos, polui¢do do ar, tabagismo, aminas heterociclicas da comida e do cigarro,
radiagdo, etc.., ou de fontes internas, como a ativagdo de neutrofilos, atuacio de
prostaglandinas, reduc¢do de quinonas, etc... Sem uma continua atividade dos sistemas
varredores ¢ reparadores do DNA, a sobrevivéncia seria impossivel (KINSLER & TAFFE,
1986; PRYOR, 1987). A vitamina C como antioxidante atuaria fornecendo elétrons para

neutralizagio dos radicais livres.

3.4.4. Vitamina C como bloqueadora de carcindgenos

A atuagdo direta de varios carcindgenos também pode ser bloqueada pela
vitamina C. WARREN (1943) demonstrou que o benzopireno € o antraceno poderiam ser
convertidos em substincias menos toxicas pela presenca de acido ascérbico. A inativagio

de pesticidas organoclorados, como DDT, dieldrin e lindano, pela vitamina C também foi
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demonstrada (STREET & CHADWICK, 1975). GIAMALVA et al. (1986) demonstraram
que a lesdo oxidativa do ozbnio e do éxido de hidrogénio pode ser prevenida pelas

vitaminas C e E.

S.4.5. Vitamina C, coligeno e matriz intercelular

O acido ascérbico desempenha um papel fundamental na produgio e
manutengdo da matniz intercelular, cuja integridade € extremamente importante para
impedir a infiltrag8o, proliferacio ¢ disseminagdo metastatica dos tumores. Este efeito pode
ser conseguido de varias maneiras, porém as mais provaveis sio: fortalecimento de
barreiras naturais de coldgeno, evitando a infiltragiio e a erosdo que levariam a proliferacio
tecidual do tumor; encapsulamento de lesdes tumorais pelo colageno, auxiliando a atuagio
do sistema imunoldgico na destruicio destes tecidos; e controle da quantidade de
vascularizagio para o tumor (PANUSH & LA FUENTE, 1979; ANDERSON ef al., 1980;
KESSLER et al., 1992).

O colageno € uma proteina extracelular sintetizada como tropocolageno pelos
fibroblastos, a partir de aminoacidos como prolina, glicina e lisina. A vitamina C exerce um
importante papel na sintese do coligeno, favorecendo a hidroxilagdo de prolina para
hidroxiprolina (PADH, 1990). Outros mecanismos de interferéncia da vitamina C na sintese
de colageno tém sido relatados: peroxidagio lipidica ¢ aumento da transcripcdo de genes
RNA, envolvidos na manutengfio dos niveis de coligeno (BRENNER & CHOIJKIER, 1987,
CHOJKIER et al., 1989).

Ate agora, sete tipos de coldgeno ja foram identificados. O tipo VII esta
presente junto a membrana basal, sendo responsavel pela formagio de uma rede que a
ancora através de fibrilas. Este tipo de estruturacio solidifica e fortalece a membrana basal,
tornando-a mats resistente, formando uma barreira que impede a invasio tumoral
(LUPULESCU, 1992).
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5.4.6. Imunidade ¢ vitamina C

Embora sendo tema de dominio popular, o mecanismo da atividade
imunomoduladora da vitamina C ainda ¢ assunto controverso e de dificil COMProvacgio
cientifica. Entretanto, alguns topicos ja foram bem demonstrados. O 4cido ascorbico é um
componente essencial dos linfocitos e atua ativamente no sistema imunolégico,
principalmente favorecendo a sintese de imunoglobulinas e estimulando a fagocitose
(KESSLER ez al., 1992).

A concentragio de vitamina C nos leucocitos é cerca de 80 vezes superior a
plasmatica, e nestes costuma ser maior nos linfécitos (MOSER, 1987). Nos lencécitos a
vitamina C parece desempenhar pelo menos duas fungdes: melhora da quimiotaxia pelos
neutréfilos (HEMILA, 1992) e favorecimento da fagocitose (NATH & GALLIN, 1987).
Outras atividades sdo relacionadas & acSio anti-histaminica, atuacio na cascata do
complemento e a¢do local como bactericida e viruscida (JONHSON er al., 1979; PADH &
ALEOQ, 1987, JONHSTON & HUANG, 1991, GERSHOFF, 1993).

Qualquer agressdo leva a um distirbio da homeostasia, desencadeando reaghes
de defesa no hospedeiro com consequente ativagio da imunidade celular e humoral,
resuitando em processo inflamatério agudo e formagfio aumentada de radicais livres. Assim
outra atividade do acido ascérbico nesse mecanismo ¢ reduzindo os radicais livres

formados, impedindo seus efeitos nocivos.

5.4.7. Vitamina C e vitamina E

Vitamina E € o nome dado a um grupo de substéncias lipossolitveis, o tocoferol
e 0 tocotrienol, encontradas em certas plantas oleosas, vegetais e cereais. Como a vitamina
C, a vitamina E apresenta as caracteristicas que a definem como uma vitamina ¢ também
possui uma grande propriedade redutora. A diferenga é que a vitamina E ¢ lipossolavel,
sendo portanto muito importante nas membranas. Em termos de importincia, seu papel ¢
tdo grande quanto o da vitamina C, tendo basicamente as mesmas fungdes: antioxidante,

reconstrugdo celular, melhora da imunidade, enfim, varias funcdes relacionadas ao meio
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lipidico. A presenca da vitamina C € essencial para a atuagdo da vitamina E, pois além de
ambas atuarem sinergisticamente (BURTON ez al., 1990), o acido ascdrbico participa da
reciclagem para o reaproveitamento da vitamina E (HALLIWELL, 1991; BUETTNER,
1993).

5.4.8, Glutationa e acido ascorbico

Se no liquido extracelular a mais importante substincia antioxidante em meio
aquoso ¢ a vitamina C e no meio lipidico é a vitamina E, dentro da célula o maior
responsavel pelo controle e inativagio dos radicais livres ¢ um tripeptidio de 4cido
glutdmico, cisteina ¢ glicina, chamado glutationa. Quando a deficiéncia de glutationa &
induzida em animais como ratos ou cobaias, estes morrem em poucos dias (trés a €inco)
devido a faléncia orgénica generalizada, necrose de figado, lesdo tubular renal, hemorragia
e necrose pulmonar, necrose cerebral e catarata. Estas lesdes podem ser prevenidas pela
administragdo de acido ascorbico (MEISTER, 1994).

A Vitamina C e a glutationa tém a¢Ses em comum, atuando em determinadas
situacBes de modo sinérgico. Qutro efeito da vitamina C é favorecer a sintese e também a
economia e o reaproveitamento da ghutationa, colaborando desta forma na manutencio de

niveis aceitaveis de radicais livres no espago intracelular (TANIGUCHI ef al., 1993).

5.5, COMENTARIOS FINAIS

Apesar dos recentes avangos das técnicas cimfirgicas, como a operagdo em trés
campos com ressecgdo linfonodal ampliada, o cincer de es6fago continua ainda com um
dos piores prognésticos entre as doengas malignas (SUGIMACHI ef af., 1988; KOTO er
al., 1993; BABA et al., 1994).

O nimero de diagndsticos de cancer esofagico precoce, limitado 4 mucosa e &
submucosa sem acometimento linfonodal, esta aumentando sensivelmente no Japdo e em

todos os centros do mundo que tém adotado a filosofia japonesa de abordagem diagndstica
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da doenga. A sobrevida de cinco anos para cancer esofagico precoce atingiu 57%, sem
mortalidade operatoria (SUGIMACHI ef al., 1993), o que sem davida representa um
avango extraordinario, se comparade com os resultados do tratamento da doenga em
estagios avancados. Estes dados mostram que a abordagem precoce € uma boa maneira de
melhorar o prognéstico do tratamento cirtirgico da doenga. Outro modo para se atingirem
melhores resultados seria através do conhecimento da carcinogénese e da histogénese do
tumor, procurando atuar em sua prevencdo e inibicdo. Alguns fatores de risco ja sdo bem
conhecidos, como fumo, alcool, alimentos defumados e muito condimentados e

deficiéncias de vitaminas e minerais.

Lesdes displasicas sdo frequentemente encontradas no esdfago com céncer e
diversos autores tém discutido sua importancia e significincia como doengas pré-malignas
(MANDARD ef al., 1984; MANDARD et al., 1991; NAGAMATSU et al., 1992). A partir
deste conceito, pode-se inferir que sendo a displasia tio estreitamente relacionada ao
céncer, na realidade ela deveria ser considerada um cancer precoce em fase inicial, ¢ que se

os pacientes pudessem ser tratados nesta fase, os resultados seriam ainda melhores,

SUGIMACHI et al. (1995) encontraram displasia em 32 (20,5%) de 156
pacientes com céncer de esdfago. Dividindo-se estes pacientes com displasia em quatro
niveis, de acordo com a profundidade de invasio do cancer, pode-se observar correlagio
entre cincer ¢ displasia em até 58,3%, quando o cincer era restrito 4 mucosa. Quanto mais
avangada a lesdo principal, menor a incidéncia de displasia. Continuidade entre displasia e
a lesdo principal ocorreu em 48% dos casos, e quanto mais severa a displasia maior era a
continuidade entre as duas formas de lesdo. Foi avaliada também a atividade proliferativa
das células através de coloragio com prata. Podendo ser observado que a atividade
proliferativa da displasia e do céncer intraepitelial (in sitt) fol muito semelhante,
inferindo-se com isto que a agressividade biologica € a capacidade proliferativa de ambas

as lesdes sfo muito parecidas.

O uso do lugol como corante para diagnéstico precoce de cncer epidermdide
fo1 proposto por SCHILLER em 1933, para colo uterino. O método baseia-se na reagdo
quimica emtre a solugdo iodada e o glicogénio, que resulta em cor escura, marrom

esverdeada. As areas nfio coradas serdio classificadas como iodo-claras ou iodo-negativas.
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VOEGUELI (1966) e BRODMERKEL (1971) foram os primeiros a utilizar, no
esbfago, a metodologia descrita por SCHILLER (1933), para pesquisa de cincer precoce.

A intensidade da coloragdo serd diretamente proporcional a quantidade de
glicogénio do tecido. Células epiteliais escamosas normais contém grandes quantidades de
glicogénio, portanto serdo iodo-positivas. As lesdes iodo-claras poderfo ser: esofagite,
mucosa ectopica, tlcera, papiloma, hiperqueratose, displasia e cancer. Areas pouco coradas
poderdo corresponder a erosdo, edema, atrofia e inflamagio. Regides fortemente coradas
poderdo ser acantose glicogénica e hiperplasia ( MISUMI ef al., 1990; KAWAMURA &
KOIKE, 1994).

SUGIMACHI et al. (1991) chamaram ateng3o para a importéncia do uso do
lugol no diagnostico precoce do carcinoma epidermoide de esdfago. Demonstraram que
entre 1965 e 1969, quando o lugoel ndo era utilizado, o diagnéstico de carcinoma precoce foi
de somente 2,6%; ji entre 1985 e 1989, com a utilizagio de lugol, este nimero aumentou
para 23%.

Neste estudo, 0 uso do lugol como método auxiliar na avaliagio macroscopica,

foi sem divida, extremamente importante, bastando para isso observar as Figuras 19 e 20.

Nestas figuras, fica claro, pela analise do mesmo esofago de rato, antes e apos
coloragio por lugol, o valor deste procedimento, pois as lesdes tornam-se muito mais
evidentes e até mesmo lesdes ndo visualizadas, passam a ser observadas sem dificuldades
apos a coloragio. Este fato ja havia sido demonstrado por SALLET (1996), onde 100% das

lesdes neoplasicas encontradas eram todo-negativas.

O consumo médio de 4cido ascorbico entre os americanos € de 73mg/dia para
os homens e 66mg/dia para as mulheres, embora se saiba que 25% da populagio consuma
menos de 39mg/dia. A dosagem recomendada pelo FOOD AND NUTRITION BOARD
(1989) ¢ de 60mg/dia e pelo FDA ¢ de 110mg/dia (LACHANCE, 1988; MURPHY ef al.,
1990).
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Para uma adequada imbig¢3io da nitrosagdo intragistrica ha necessidade da
ingesta diaria de pelo menos 200mg de 4cido ascérbico (SCHORAH et al., 1991). J4, para
melhora da imunidade, os pesquisadores tém proposto valores em torno de 2.3 até 12g/dia,
porem um funcionamento Otimo do sistema imunoldgico, capaz de levar & saturacio
maxima dos linfocitos pela vitamina C, parece necessitar de doses médias de 10g/dia
(CAMERON & PAULING, 1979; LEEMING, 1994).

Mesmo com um consumo constante e em alta quantidade de vitamina C, o
corpo humano mantém reservas de aproximadamente 20mg/kg (1400mg para individuo de
70kg) (KALLNER ef al., 1979). HANCK (1982) demonstrou em estudos experimentais,
que a intoxicagfio com acido ascorbico, aguda ou cronica, € extremamente baixa e bem
tolerada, sem o aparecimento de efeitos colaterais significativos. Sem duvida, o efeito
colateral mais freqiiente, e mesmo assim, dependente de sensibilidade individual, & a
diarréia. KALLNER ef al. (1979) demonstraram ser a formacio de calculos renais de
oxalato, efeito ja de ha muito tempo atribuido ao 4cido ascorbico, sem fundamento, pois a
ingestdo de grandes dosagens ndo leva ao aumento da excrecio urinaria de oxalato nem

tampouco de urato.

Os dados obtidos no presente estudo apoiam fortemente a tese da atuacio da
vitamina C como substancia inibidora da carcinogénese (Grafico 10). No grupo VI, que
recebeu vitamina C e DEN no mesmo frasco, por trés dias da semana ¢ vitamina C nos
outros quatro dias, tendo portanto, o efeito protetor da vitamina C todos os dias, a

incidéncia de tumor, em T180, foi 48 vezes menor que a do grupo III.

Estes resultados, apesar de consistentes e muito animadores, precisam ser
examinados com cuidado, devendo-se levar em consideragdo varios aspectos. Em primeiro
lugar s8o relacionados ao efeito do 4cido ascorbico na carcinogénese esofigica induzida
pela DEN em ratos. Qualquer extrapolagfio para carcinogénese em geral e em humanos,
deve ser feita com cautela. Em segundo lugar, a dose de vitamina C que oS animais
receberam, corresponderia a cerca de 90g/dia para um individuo de 70kg, tornando dificil

seu emprego em larga escala.
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O que parece inqiiestionavel ¢ que se abre uma nova porta para a pesquisa da
carcinogénese pelas nitrosaminas e do efeito inibidor da vitamina C. Com certeza novas
pesquisas precisam ser realizadas, inclusive com a avaliagio conjunta da vitamina C com
outras substancias, como a vitamina E por exemplo, substincias que parecem apresentar um

grande efeito sinérgico.

Discussdo 97



6. CONCLUSAO




A analise dos dados desta pesquisa permite a obtengio das seguintes

conclusies:

1. Nos animais dos grupos controle, que receberam apenas agua (grupo I) ou

apenas vitamina C (grupo II), nfio foram encontrados tumores nos 180 dias de observagdo;

2. A DEN administrada de modo isolado (grupo III) efetivamente induziu ao

aparecimento da maior quantidade de tumores, em comparagfio aos outros grupos.

3. Na administragdo de vitamina C ¢ DEN em periodos alternados (grupo IV),
apesar da menor ocorréncia de tumores, nfio houve diferenca estatisticamente significativa

em comparagao ao 111

4. A vitamina C apresentou efeito inibidor, estatisticamente significativo, do
aparecimento de tumores de esdfago induzidos experimentalmente pela DEN, quando estas
drogas foram administradas conjuntamente.
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7. SUMMARY




EVALUATION OF THE INHIBITING EFFECT OF VITAMIN C IN THE
EXPERIMENTAL  ESOPHAGEAL  CARCINOGENESIS INDUCED BY
DIETHYLNITROSAMINE (NDEA)

Cancer is today the second death cause in developed countries. In spite of the
fact that certain advances have been obtained in the course of its treatment, the prognosis of

this disease is still far from being satisfactory.

Although esophageal cancer is not among the most frequent kinds of cancer -
actually it is the fourth neoplasia to affect man's digestive system - its studies are very
important, basically for two reasons: first, this type of cancer affects people in their most
natural life proceeding: nutrition; second, its occurrence rates are quite similar to those of
mortality, clearly demonstrating the inefficiency of the treatment. However, two procedures
may change this terrifyng picture: early diagnosis and prevention. So, the search for
substances that may interfere with the carcinogenesis keeping away the possibilities of new

tumors looks like a very attractive idea.

The aim of this report was to evaluate the inhibiting effect of vitamin C in the

experimental esophageal carcinogenesis induced by diethylnitrosamine (NDEA).

Were employed 240 male Wistar rats, all of them with approximately 155 gr. of
weight and three months old. The animals were kept in cages with five rats each and fed
with food and water ad libitum. Drugs were dissolved in water. Dosages were: NDEA:

10mg. / kg. / day and vitamin C: 1,290 mg_ / kg. / day.

The animals were divided into different groups according to the drug/drugs they
would be given, for a betier study of the drug effects

Group I, control, only water, seven days a week;
Group IL, only vitamin C, seven days a week;
Group ITI, NDEA, three days a week and waiter, the other four days,

Group IV, NDEA, three days a week and vitamin C, the other four days;

Summary 101



Group V, NDEA and vitamin C together in the same bottle, three days a week

and only water, the other four days,

Group VI, NDEA and vitamin C together in the same bottle, three days and

vitamin C, the other four days.

Every group was subdivided into other smaller groups of ten animals each,
according to the observation time (T). The animals were sacrificed in four different times,
90, 120, 150 and 180 days. After the elapsed time, each animal was sacrificed and its

esophagus was macro/microscopically evaluated to identify any tumors.

As final results, in the groups I and II and in T90 and T120 of groups III, IV, V

and VI there was no occurrence of any kind of tumor.

The macroscopic studies in T150 showed ten lesions in the group III (1 lesion
per animal) and seven lesions in the group IV (0.7 lesion per animal), and no lesion the in
the groups V and VI. The microscopic studies showed six lesions in the group III (0.6 lesion
per animal) and five lesions in the group IV (0.4 lesion per animal), and no lesion in the

groups V and VL

The macroscopic studies in T180 showed 48 lesions in the group III (4.8 lesions
per animal), 31 lesions in the group IV (3.1 lesions per animal), 5 lesions in the group V (0.5
lesion per animal) and only one lesion in the group VI (0.1 lesion per animal). The
microscopic studies identified 23 lesions in the group III (2.3 lesions per animal), 17 lesions
in the group IV (1.7 lesions per animal), 3 lesions in the group V (0.3 lesion per animal) and

only one lesion in the group VI (0.1 lesion per animal).

The analysis of such results shows that there were significant differences among
the groups towards the occurrence of tumors. On the other hand, group I was the one that

showed the highest rate of neoplasias.

Therefore, the analysis of the results demonstrated that vitamin C administered
together with diethylnitrosamine (NDEA) showed an inhibiting effect over the occurrence of

tumors in animals.
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9. APENDICES




APENDICE 1

Tabela 19: Quantidade de vitamina C em alguns alimentos selecionados

1 (6,5&:11 de difymets _‘:' e o)

14 xjcara
. Ve xicara -

oL exdcara T
: #10vagens d&7,5cm’

0g .

Fonte: KRAUSE & MAHAN, 1997
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APENDICE 2

COMPOSICAQ DA RACAO UTILIZADA

NUVILABCR - Codigo de Produto 6003

Composigdo basica do produto: carbonato de calcio, farelo de soja, farelo de tngo, fosfato
bicalcico, milho integral moido, cloreto de sodio, premix vitaminico mineral aminoécido,
farinha de peixe, farinha de carne.

Eventuais substitutivos: farelo de alfafa, farelo de arroz, farelo de girassol, farelo de milho,
farinha de conchas de ostras tipo 1, farinha de penas hidrolizadas, farinha de sangue, soro de
leite em pé, cevada, gordura animal estabilizada, soliuveis de pescado dessecados.

Niveis de garantia por quilograma do produto:

CAICIO (MAX.).....oooeceeeeee 1,40%
Extrato etéreo (min) ... 3,00%
Fésforo{min) ... 0,60%
Matéria fibrosa {max.) ... 9,00%
Matéria mineral (max.) ... 10,00%
Proteina bruta (min.) ... 22.00%
Umidade (max.) ... 12,50%

Enriquecimento por guilograma do preduto:

Vitaminas: Vitamina A 25.200 UL Vitamina D 2.100 UL Vitamina E 60,00 mg; Vitamina
K 12,50 mg; Vitamina B1 14,40 mg; Vitamina B2 11,00 mg; Vitamina B6 12,00 mg;
Vitamina B12 6,00 mcg; Acido nicotinico 52,50 mg; Acido pantoténico 112,00 mg; Acido
dlico 6,00 mg; Biotina 0,26 mg; Colina 106,00 mg.

Microelementos minerais: Ferro 50,00 mg; Zinco 60,00 mg; Cobre 10,00 mg; Iodo 2 mg;
Manganés 60,00 mg; Selénio 0,05 mg; Cobalto 1,50 mg.

Aminoacidos: Metionina 300,00 mg; Lisina 100,00 mg.
Aditivo: Antioxidante 100,00 mg.

MODO DE USAR: Alimento equilibrado para camundongos € ratos de laboratério.
Administragdo a vontade, através de comedouros SUSpensos.

CONSERVACAQ: Conservar em ambiente seco e argjado, evitando-se luz e calor
€XCessivos.

Rétulo registrado no Ministério da Agricultura e Reforma Agriria sob n® 4453.00118.
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APENDICE 3

METODOLOGIA DE DILUICAOQ DAS DROGAS
CALCULO DAS DOSES

a) Vitamina C

3 ampolas com 500mg de vitamina C + 300m! de 4gua =
1500mg por 300mt

200mg por 40 ml

O volume esperado de ingesta de liquido pelo animal, por dia ¢ de 40ml. Assim, para

cada 40ml de liquido consumido, ele estar4 ingerindo 200mg de vitamina C.

Considerando o peso médio inicial do rato de 155¢, a dose seria de 1290mg de

vitamina C por Kg de peso do animal, por dia.

b) DEN

Dose desejada: 10mg/kg
Peso inicial do animal: 155g
Dose por animal: 1,55mg
Densidade = 0,95 g/ml
Densidade = Massa

Volume

Volume = 40 microlitros / dia em 1000 ml/4gua
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APENDICE 4

PREPARO FINAL DAS SOLUCOES E pH

40 microlitros DEN -+ 1000m! de 4gua — pH 5,8

1500mg de vitamina C + 300ml da solugio de 4gua + DEN — pH 5.6
1500mg de vitamina C + 300ml de 4gua — pH 6,0

300mi de 4gua — pH 6,0

Tabela 20: Solucdes utilizadas e pH

ole
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APENDICE 5

Tabela 21: Evolugao do peso dos animais do grupo I

* em gramas
PI - Peso inicial PF — Peso final A - Diferenca PF - PI

Apéndice 139



Tabela 22: Evolucdo do peso dos animais do grupo I1

* em gramas
PI— Peso inicial PF - Peso final A - Diferenga PF - PI
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Tabela 23: Evolugdo do peso dos animais do grupo I

* em gramas
PT —Peso inicial PF — Peso final A - Diferenca PF - PI
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Tabela 24: Evolugéio do peso dos animais do grupo IV

* em gramas
PI — Peso inicial PF —Peso final A - Diferenca PF - PI
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Tabela 25: Evolugdo do peso dos animais do grupo V

* em gramas
PI - Peso inicial PF — Peso final A - Diferenga PF - PI
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Tabela 26: Evolu¢do do peso dos animais do grupo VI

* em gramas
PI - Peso inicial PF — Peso final A - Diferenca PF - PI
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