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RESUMO

Foi realizado um estudo experimental em frangos (Gallus
domesticus) com a finalidade de induzir carcinoma esofagico por
diethilnitrosamina na concentragdo de 0,04 ml/l na agua de beber.
Utilizaram-se 183 animais divididos em dois grupos: um grupo controle
com 54 animais e o grupo contendo a solu¢do, com 129 animais. O
experimento se desenrolou por um periodo de 200 dias, com sacrificios
seriados em 0, 30, 60, 90, 120 e 200 dias. Foi realizada avaliagdo
histologica do es6fago nas varias etapas do experimento. Identificou-se
o desenvolvimento de lesdes escamosas intra-epiteliais de alto grau e
carcinoma invasor nos animais submetidos a ingesta de
diethilnitrosamina. Estes achados demonstram que frangos podem ser
usados como modelos experimentais de carcinogénese esofagica

induzida nor diethilnitrosamina



1 INTRODUCAO

O cancer de esdfago tem-se mostrado um grande desafio para a
medicina atual, pois grande parte dos pacientes sdo diagnosticados em
fase avangada e tém, assim, um mau progndstico. Somente o diagndstico
precoce representaria uma melhora na expectativa e qualidade de vida dos
pacientes com esta patologia.

Varios tipos de nitrosaminas j4 foram identificadas, sendo que a
diethilnitrosamina (DEN), um importante carcinégeno, ja foi encontrada
em diversos tipos de alimentos, drogas e estabelecimentos industriais.

O uso de animais em experimentos para a melhor compreensdo
de patologias que acometem humanos, bem como o estudo de compostos
quimicos e seus efeitos ja estdo bem estabelecidos. As nitrosaminas ja
foram usadas em diversas espécies animais nestes estudos, como em

macacos, cdes, gatos, coelhos, ratos, camundongos e galinhas.



O wuso da diethilnitrosamina via oral em galinhas, com a
finalidade de induzir carcinoma esofagico, ainda ndo foi descrito na
literatura.

Yang, em estudo realizado na China em 1980, demonstrou um
paralelismo na prevaléncia do cancer de es6fago em humanos e galinhas.

Esta patologia tem sido objeto de varios estudos no Rio Grande
do Sul em virtude de serem ai encontradas areas com incidéncia mais
elevada da doenga, em comparagdo ao resto do pais. Em Porto Alegre,
especificamente no Hospital de Clinicas, criou-se uma equipe
multidisciplinar para o seu estudo (GEPECE), com atuagdo nio s6 em
Porto Alegre como também em municipios vizinhos.

O Curso de Pos-Graduagdo em Medicina, Cirurgia, na area de
concentragdo do Esofago, Estomago e Intestino Delgado apresenta uma
linha de pesquisa com énfase no estudo do carcinoma de esdfago.

Devido a esse conjunto de fatores e devido ao fato de que o uso
de animais de experimentagdo contribuem para o melhor entendimento e
tratamento de patologias que acometem os humanos, optou-se pela

realizagdo deste estudo.



2 REVISAO DA LITERATURA

Uma caracteristica do carcinoma de esdfago é o fato de
apresentar uma grande variagdo geografica em sua incidéncia
(GHARIDIAN et al., 1992). E comumente visto em 4reas proximas ao
Mar Céspio, Kasaquistio e Iréi, na Bretanha (Franga), na China, na Africa
do Sul, regido de Transkey, no vale do Kashmir na India (JASKIEWICZ
et al., 1987; OETTLE et al., 1986; DHAR et al., 1993; DOWLATSHAHI
et al., 1978; GHARIDIAN et al., 1992).

Na China, as zonas de alta incidéncia se localizam
principalmente nas provincias de Shanxi, Henan e Hebei. A populagéo
dessas areas é de cerca de 50 milhdes de pessoas, € o indice de

mortalidade por cincer de eséfago € de 53.96/100.000 hab./ano. Em



4
Linxian (Henan), este indice atinge 131.79/100.000 hab./ano (WU et al.,
1982; YANG, 1980).

Na porg¢do setentrional da América do Sul, encontram-se zonas
de alta e média incidéncia, sendo o Rio Grande do Sul considerado uma
zona de média incidéncia, com 17 casos/100.000 hab./ano em varias
microrregides (PROLLA, 1992).

Os homens sdo afetados mais freqiientemente que as mulheres,
exceto em algumas poucas areas do norte do Ird. Geralmente os indices
relativos masculino para feminino situam-se em torno de 2:0 e 5:0
(GHARIDIAN et al., 1992).

A maioria dos pacientes com cancer esofagico, no momento do
diagndstico, estdo em estdgio avangado e a terapia curativa nio é mais
possivel. Naqueles em que a doenga ¢é detectada precocemente,
particularmente se ndo ha disseminagdo linfatica, a cura é possivel
(BECKER, 1994).

A taxa de sobrevida em 5 anos esperada para pacientes
submetidos a ressecg¢do curativa de cancer de esdfago varia de acordo
com a camada afetada: é de 100% quando ha envolvimento da mucosa de
37% a 64,3% quando ha envolvimento de submucosa e de

aproximadamente 33% quando ocorre envolvimento da muscular propria
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(KITAMURA et al., 1993; NISHIMAKI et al., 1993; SUGIMACHI et
al., 1993).

Tumores esofagicos restritos & mucosa costumam apresentar
comportamento bioldgico diferente dos tumores submucosos, pois
metastases para linfonodos e invasdo vascular raramente se desenvolvem
nos primeiros, mas freqiientemente ocorrem nos 1ltimos, do que resulta
uma significativa diferengca de expectativa de vida (5 anos) entre eles:
100% para aqueles com cancer restrito a mucosa € em torno de 60% para
aqueles com envolvimento submucoso. Pode-se concluir, entdo, que os
tumores restritos & mucosa podem ser ditos precoces, enquanto os que ja
invadiram a submucosa podem ser considerados avangados (KITAMURA
et al., 1993; NISHIMAKI et al., 1993; SUGIMACHI et al., 1993).

Assim, somente o diagnéstico precoce do carcinoma de esdfago
pode representar um avango significativo no aumento de sobrevida,
semelhante ao que ja ocorreu em relagdo ao cancer do colo uterino pela
utilizagdo da citologia esfoliativa (SUGIMACHI et al., 1993). O uso
desse procedimento como rastreamento, tem sido apregoado em zonas de
alto risco para o diagnéstico de displasias e do cancer precoce do
esofago, tendo apresentado 6timos resultados (DOWLATSHAHI et al.,

1978, GREENEBAUM et al., 1984; JASKIEWIKZ et al., 1987; SHEN et
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al., 1993; WU et al., 1982). O baldo esofigico para realizagio da
citologia € geralmente seguro, bem tolerado e barato, € ndo necessita de
pessoal especializado (GREENEBAUM et al., 1984; JASKIEWICZ et
al., 1987).

A utilizagdo de solugdo de Lugol no exame endoscopico tem-se
mostrado bastante efetiva na demonstragdo de lesdes suspeitas, quando a
margem de uma lesdo ndo é clara ou quando ha a suspeita de que uma
lesio mucosa ndo tenha sido adequadamente vista. A adequada
visualizagdo de uma lesdo permite o direcionamento da bidpsia,
auxiliando, assim, no diagnostico precoce do carcinoma (ADACHI et al.,
1993; SUGIMACHI et al., 1992).

As alteragdes que podem ser detectadas no tecido epitelial
antes de se mostrar um cancer invasivo podem ser divididas em duas
categorias:

1) lesdes menos avangadas, que compartilham caracteristicas
morfologicas com outros processos benignos e ndo envolveIﬁ a
proliferagdo de clones celulares com fendtipos neopléasicos, como nos
casos de lesdes inflamatorias, atroficas, hiperplasicas e metaplasicas,

todas compostas de células maduras;
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2) lesdes mais avangadas, constituidas de clones de células com
fenétipos anormais, a maioria expressa como irregularidades nucleares e
perda de polaridade. Elas sdo consideradas perigosas se nfo tratadas e
sdo geralmente chamadas de displasicas (CORREA, 1982).

Viérias lesdes sdo consideradas precursoras das mais freqiientes
formas de cancer esofagico:

1) esofagite - A inflamagéo crénica € a lesdo mais freqiiente
nas populagdes de alto risco para o cancer esofagico, sendo muito comum
nos grupos de alto riSco da Africa do Sul, Iri ¢ China (CORREA, 1982;
CRESPI et al., 1979; CRESPI et al., 1984; CHANG-CLOUDE et al.,
1990; OETTLE et al., 1986). A esofagite severa e moderada pode criar
um ambiente favoravel ao desenvolvimento do carcinoma (QIU; YANG,
1988);

2) acantose glicogénica e leucoplasia - O termo acantose
glicogénica tem sido aplicado a areas focais de actimulo excessivo de
glicogénio na superficie das células escamosas da mu;:osa esofagica e tem
sido encontrado em areas de grande risco em outras populagdes. Sua
importancia como precursor ndo € estabelecida (CORREA, 1982);

3) atrofia - Ela ¢ predominantemente suprapapilar e vem

ocasionalmente acompanhada por queratinizagdo anormal e hiperplasia
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das células basais, sugerindo um prejuizo a maturagio celular (CRESPI et
al., 1979; CRESPI et al., 1984);

4) papilomas - S@o excrescéncias exofidicas do epitélio
esofagico e sdo ocasionalmente vistos em populagdes de alto risco e em
animais experimentais (ADAMSON et al., 1977; CLAPP; CRAIG, 1967;
LEVISON et al., 1979; REUBER, 1975; RUBIO, 1983);

5) displasias - Caracterizam-se pela perda da arquitetura
normal do epitélio esofagico, com proliferagdo de células atipicas e perda
parcial da polaridade, e constituem os mais avangados estagios do estado
precursor. Varios graus de displasia sio encontrados acompanhando o
carcinoma invasor € modelos experimentais de primatas (CORREA,
1982). A freqiiéncia das lesdes displasicas se correlaciona claramente
com niveis regionais de cancer (QIU; YANG, 1988). As lesdes sdo
geralmente multifocais e localizam-se no ter¢o médio e inferior do
esOfago. Em animais experimentais, a origem multicéntrica do céncer
esofagico € bem evidente;

6) carcinoma in situ ¢ a forma mais avangada da displasia
(CORREA, 1982).

Um modelo proposto para descrever a histéria natural do

carcinoma de esofago envolve a progressdo de esofagite crénica para
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atrofia, displasia e, finalmente, cancer (CRESPI et al., 1984).
Recentemente, Dawsey demonstrou que displasia moderada e sevefa e
carcinoma in situ sdo as unicas lesdes associadas a um aumento
significativo do risco de desenvolvimento do cincer. Um grau mais
elevado de displasia estd relacionado com maior risco para cancer, mas
displasia severa e carcinoma in situ apresentam grau semelhante de risco
(DAWSEY et al., 1994).

Varias condigdes sdo predisponentes do cancer de esofago,
entre elas o Barret, a Sindrome de Piummer Vinson, a tilose plantar e
palmar, as lesdes causticas, o escleroderma e a acalasia (CRESPI et al.,
1979; OETTLE et al., 1986).

O carcinoma esofagico mostrou possuir uma associagdo mais
consistente com fatores genéticos que ambientais no que concerne a
questdo da agregagdo familiar (HU et al., 1992).

Dentre os varios fatores associados ao cancer esofagico estdo a
ma nutri¢gdo, deficiéncias de molibdénio, manganés, zinco, magnésio ¢
niquel. Também foi evidenciado que deficiéncias de vitamina A ¢ E ¢
riboflavina aumentam a carcinogénese, enquanto que a vitamina C parece

ter uma atividade anticarcinogénica (NAIR et al., 1991; REED et al.,



10
1991; YANG, 1980; YANG et al., 1984a, CHANG-CLAUDE et al.,
1990).

Também ha associagdo entre cancer esofagico e consumo de
alimentos fermentados, agua quente, alcool, fumo e infecgdes virais
(BURCH, 1984; CHANG et al., 1992; CHANG-CLAUDE et al., 1990;
DE STEFANI et al., 1990; IARC, 1993; JOZALA et al., 1983; YANG
1980; YU et al., 1988).

Compostos nitrosos em suas varias formas sdo conhecidos ha
longo tempo. Foram relatados pela primeira vez por Guither em 1863,
quando a quimica orginica era uma ciéncia nova (LIJINSKY, 1992;
FORMAN; SHUKER, 1989).

As nitrosaminas formam um grande grupo de carcinégenos que
ocorrem no meio ambiente ou podem ser formados endogenamente pela
nitrosag¢do de aminas secundarias e terciarias (MAGEE, 1989).

Apo0s a descoberta da carcinogenicidade da dimethilnitrosamina
logo se tornou evidente que sua carcinogenicidade estava associada com a
presenga do grupo N-nitroso combinado com um grande numero de
grupos alquil ou outros (MAGEE; BARNES, 1956).

Mais de 300 compostos nitrosos foram relatados como

carcinégenos em um ou mais animais, incluindo macacos. Quase todos os
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6rgdos em uma ou outra espécie de roedores revelaram-se sensiveis a um

ou mais compostos (PREUSSMANN; STEWART, 1984b apud MAGEE,

1989).

Algumas nitrosaminas podem mostrar marcado organotropismo
ou especificidade dependente da estrutura quimica (DUCKREY et al,,
1967 apud MAGEE, 1989). Os 6rgdos afetados podem variar de espécie
para espécie, mas uma importante conclusdo é que provavelmente
qualquer tumor pode ser causado por mnitrosaminas em espécies
suscetiveis. Além disso, a incidéncia total de tumores induzidos
quimicamente € diretamente proporcional a dose total, € o periodo latente
antes do aparecimento dos tumores € inversamente proporcional a dose
(DRUCKREY; KUPFMULLER, 1948 apud MAGEE, 1989).

A exposicdo humana aos compostos nitrosos envolve
componentes exdgenos e endogenos. A exposi¢do exogena € influenciada
por fatores relacionados ao estilo de vida e tipo de ocupagdo. Ja a
exposi¢do endogena envolve a formagdo in vivo de compostos nitrosos a
partir de aminas precursoras € agentes nitrosantes, como o nitrito e 6xidos
de nitrogénio (PREUSSMANN, 1984a; TRICKER et al., 1989).

Os fatores relacionados ao estilo de vida correspondem, por

exemplo, ao consumo de tabaco e de certos alimentos, ao uso de produtos
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cosméticos, utensilios domésticos, drogas e ao proprio ar ambiente
(PREUSSMANN, 1984a).

A DEN, que pode ser encontrada em diversos tipos de
alimentos, industrias de borracha e quimicas (TRICKER et al., 1989), ¢
uma substincia quimica de peso molecular 102,1, constituida de um
radical nitroso ligado a quatro 4tomos de carbono e dez de hidrogénio
C4HI0N20 (IARC, 1978).

CH3--CH2 \

N--NO

CH3--CH2 /

A ocorréncia de nitrosaminas téxicas nos alimentos foi
micialmente demonstrada pela observagdo de que ovelhas alimentadas
com came de peixe tratada com mnitrito de sédio para preserva-la
continham altas doses de nitrosodimethylamina (NDMA), causando a
morte ou doenga em varias délas, principalmente por lesdo hepatica
(ENDER et al., 1964, apud LIJINSKY, 1992; KOPPANG, 1964, apud
LIJINSKY, 1992; SAKSHAUG et al., 1965).

A sua presenga em alimentos deriva da reagdo de aminas

secundarias e terciarias com agentes nitrosantes, como o nitrito, o agente
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mais estudado (LLJINSKY, 1992), que € adicionado aos alimentos como
corante, condimento ou preservante. O uso de nitratos para preservar
carne e peixe € uma pratica antiga que remonta aos romanos € deveu-se a
observagdo de que a carne assim tratada nfo deteriorava. A cor rosada da
carne ¢ obtida gragas a nitrosomioglobina formada a partir do nitrito
produzido pela redugdo bacteriana do nitrato (LIJINSK'Y, 1992).

O nitrito também inibe a formagdo da toxina formada pelo
Clostridium botulinum. Aiém disso, quando armazenadas por semanas
ou meses, as cames podem desenvolver gostos desagradaveis devido a
reagdo entre oxigénio e acidos graxos insaturados: os nitritos estabilizam
o gosto, prevenindo a formagdo dos indesejados produtos da oxidagdo
(LIJINSKY, 1992).

E improvavel que todos os produtos formados nos alimentos
pela reagdo do nitrito com aminas sejam carcinogénicos, mas certamente
alguns deles sfo e outros podem ser facilmente convertidos em
carcinogénicog. Por exemplo, a nitrosoprolina pode ser termicamente
decarboxilada para formar nitrosopyrrolodina, um  poderoso
carcinogénico. Esta é uma das fontes de nitrosopyrorrolidina no bacon
frito e em outros produtos cozidos que contém nitrito (JANZOWSKI et

al., 1978, apud LIINSKY, 1992; SEN et al., 1973).
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Na Tabela 1 apresentam-se alguns tipos de alimentos em que
podem ser encontradas nitrosaminas, com a indicagdo dos paises em que
foram constatadas.

Tabela 1 - Nitrosaminas encontradas em alimentos

Tipo de alimento Nitrosamina identificada Concentracio

ug/kg
Bacon frito NDMA 17
(Canada) NO-PYRR 22
DEN 6
Camne e salsicha NDMA 22
(Alemanha) NO-PYRR 45
Carmne defumada NDMA 2
(Canadi) NO-PYRR 10
NO-PIP 59
Carne salgada NDMA 54
(Russia) NO-PYRR 12
NO-PIP 7
Peixe seco NDMA 38
(Groenlandia)
Peixe salgado NDMA 26
(Japao)
Peixe salgado NDMA 133
seco.
(China)
Café instantianeo NDMA 0,4
(Canada) NO-PYRR 1,7
Cerveja (Canada) NDMA 3
(US.A) NDMA 14
(Alemanha) NDMA 68

Whisky NDMA 1
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A nitrosodimethylamina (NDMA), presente em cervejas e
whisky, € formada pela interagdo de aminas tercidrias com 6xxidos de
nitrogénio presentes nos gases usados para aquecer o malte durante o seu
processamento  (SPIEGELHALDER et al., 1979, apud LIJINSKY,
1992).

Quanto aos produtos cosméticos, sua contaminagdo pode
resultar de sua formulagdo com nitrosaminas ou da nitrosagdo de aminas
contidas na formulagdo, devido ao contato com agentes nitrosantes. O
largo uso de dietanolamina, de ftrietanolamina e seus sais, de
dietanolamidas e de acidos graxos como emulsificadores e detergentes
tem resultado na contaminagdo de nitrosodiethanolamina (NDELA) em
uma variedade de produtos (TRICKER et al., 1989). A NDELA ¢
facilmente absorvida pela pele humana e pode ser fonte de nitrosamina
como potencial carcindgeno, embora a exposi¢do humana a este meio seja
dificil de quantificar (PREUSSMANN, 1984a).

Ja a contaminagdo de nitrosaminas em herbicidas pode ocorrer
por varias maneiras: pelo uso de quimicos contaminados durante a
sintese, por reagdes colaterais, pelo uso de nitrito como conservante €
imibidor da corrosdo de constituintes metalicos ou pela reagdo com

agentes nitrosantes do meio ambiente. Aparentemente, somente
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trabalhadores empregados na manufatura destes produtos quimicos e
agricultores usando produtos contaminados teriam um risco aumentado a
exposigdo de nitrosaminas (TRICKER et al., 1989).

Produtos  farmacéuticos  proporcionam uma  fonte
potencialmente grande de compostos sujeitos a nitrosa¢do, em que a
formagéo de nitrosaminas pode ocorrer durante a sintese e armazenagem,
ou in vivo. Podem-se citar como exemplos a aminofenazona, o disulfiram,
0 metapirileno e a piperazina, o clordiazepéxido, a lucantona ¢ a
oxitetraciclina (TRICKER et al., 1989).

O fato de o tabagismo ser um dos habitos humanos mais
comuns, com importantes efeitos adversos, a identificacdo de seus
compostos toxicos e carcinogénicos se tornou uma questdo importante
(LIJINSKY, 1992). Suspeita-se que aminas presentes no tabaco e na
fumaca podem ser ingeridas e convertidas em aminas carcinogénicas pelo
nitrito no estdbmago. Varias nitrosaminas foram identificadas na fumaga do
tabaco, incluindo a nitrosonornicotina € a 4-(metilnitrosamino)-1-(-3-
pyridil)-1-butanona (NNK), que € o mais potente carcindgeno entre as
nitrosaminas. Foi demonstrado que NNK foi formada pela dealquilagdo
da nicotina, que é o principal alcaléide do tabaco, ¢ de uma amina

terciaria. Outro produto da dealquilagdo da nicotna € a
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nitrosonornicotina. O nitrato usado no tabaco é uma fonte de agentes
nitrosantes. A redug@o bacteriana do nitrato durante o processamento do
tabaco, provavelmente complementada por 6xidos de nitrogénio presentes
nos gases usados para secar a folha, ocasiona a formagdo de NNK e
nitrosonornicotina. Isto tem claras implica¢Ges para os usudrios de rapé e

para os mascadores de tabaco (LIJINSKY, 1992; PREUSSMANN,

1984a).
Na Tabela 2, listam-se diversos exemplos de nitrosaminas.
Tabela 2 - Principais fontes de nitrosaminas
Compostos Principais Fontes
NDELA cosméticos, ocupacional, tabaco
NDMA alimentos, ocupacional, tabaco, ambiental
NNN tabaco
NNK tabaco
NMOR ocupacional, tabaco
NO-PYRR alimentos, tabaco
NO-PIP alimentos, tabaco
DEN ocupacional, alimentos
NBPHA ocupacional
NNAI tabaco
NDBA ocupacional
NDPhA ocupacional

NAB tabaco
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A exposi¢do ocupacional a nitrosaminas também é de grande
importancia, visto que altas concentragdes de compostos N-nitrosos sio
encontrados em certos estabelecimentos industriais (PREUSSMANN,
1984a; TRICKER et al., 1989). Alguns processos favorecem a formagio
destes compostos. Na industria da borracha, por exemplo, muitas aminas
sfo usadas como aceleradores da vulcanizagdo. Dentre elas incluem-se
derivados de morfolina, 2,6dimetilmorfolina, dimetilamina, dietilamina,
di-n-butilamina, metilfenilamina, pirrolidina e piperidina, todas aminas
que podem reagir com agentes nitrosantes para formar nitrosaminas. O
agente nitrosante €, as vezes, um nitrito inorginico, mas muitas vezes
pode ser uma nitrosamina como a nitrosodifenilamina, usada como um
lentificador da vulcanizagdo, que, através da transnitrosagdo, interage
com uma amina secundaria ou tercidria formando uma nitrosamina
alifatica (LIJINSKY, 1992). Varias nitrosaminas volateis foram detecta-
das em amostras de ar de inddstrias de borracha: a NDMA e a
nitrosomorpholina (NMOR) estavam presentes em industrias de pneus,
enquanto que a DEN, NDMA e NPIP foram encontradas em industrias
que produzem outros tipos de borrachas. O nivel de exposi¢do numa
industria depende do setor em que o individuo atua e dos produtos que se

usam no local (TRICKER et al., 1989).
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Em industrias metalirgicas em que os trabalhadores manuseiam
produtos contaminados com NDELA, a exposi¢do pode ocorrer por
contato direto ou por inalagdo (TRICKER et al., 1989).
A Tabela 3 apresenta diversos tipos de nitrosaminas

encontradas em diferentes tipos de industrias.

Tabela 3 - Nitrosaminas em estabelecimentos industriais

Induastria Nitrosamina

Metalurgica NDELA
NMOR
Tingidoras de couro NDMA
Borrachas e pneus NDMA
DEN
NDBA
NMOR
NMPhA
Tintas NDMA
DEN
Detergentes e NDMA
surfactantes

A principal fonte de nitrosaminas do homem ¢ de formagio
endogena. O prncipal agente nitrosante € o ion nitrito, geralmente
derivado do mitrito de sddio ou potassio existentes nos alimentos, mas

também presentes na saliva e outros fluidos (LIJINSKY, 1992). O nitrito
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¢ um constituinte normal da saliva, onde sua concentragdo depende da
mgesta de nitrato presente em alimentos e na agua (SPIEGELHALDER et
al., 1976, apud LIJINSKY, 1992). O nitrato da dieta, aps a absor¢do no
mtestino, ¢ rapidamente distribuido no corpo pelo sangue e reexcretado
na cavidade oral pela glandula salivar. A microflora oral reduz o nitrato
em nitrito. A fonte mais importante de nitrato na ingesta humana sio os
vegetais, seguidos pela agua (PREUSSMANN, 1984a). A atividade
bacteriana na bexiga infectada é responsavel pela redugdo do nitrato da
urina para nitrito € pode levar a formagdo de compostos nitrosos na urina,
os quais s3o prontamente absorvidos pela parede da bexiga
(PREUSSMANN, 1984a).

No estomago e na bexiga a interagcdo de aminas secundarias e
terciarias com nitrito leva a formagdo de compostos nitrosos, cujos
efeitos variam de acordo com a estrutura quimica do composto e da
quantidade que € produzida. Entre as aminas que contribuem para esta
exposi¢do, inclui-se uma grande vaﬁedade de drogas e medicamentos,
aditivos alimentares e varios produtos quimicos usados na agricultura,
presentes nos alimentos (LIJINSKY, 1992).

Também a inalagdo de 6xido de nitrogénio (NO e NO2)

presente no ar pode levar a importante exposi¢do a agentes nitrosantes e
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ser responsavel pelo aumento de excregdo de nitrato na urina,
aumentando a nitrosagdo endégena (MIRVISH, 1982, apud
PREUSSMANN, 1984; WITTER et al., 1979).

A formagdo de compostos nitrosos pela reagdo de agentes
nitrosantes com uma amina secundéria ocorre em pH 6timo de 3,4 numa
solugdo aquosa (LIJINSKY, 1992). A rea¢do de aminas terciarias com
acido nitroso € geralmente lenta, mesmo sob altas temperaturas, todavia,
com pH de 3 a 4, a reagdo ¢ favorecida, e o indice cai em pH mais alto.
Em solugdo aquosa, a nitrosagdo de aminas terciarias é mais lenta do que
a das aminas secundarias (JONES et al., 1974). A transnitrosag¢do, outro
mecanismo pelo qual compostos nitrosos podem ser formados, é a
transferéncia de um grupo nitroso para uma amina (LIJINSKY, 1992).

A formagdo de compostos nitrosos no estdbmago pode ser
inibida pelo acido ascoérbico, que realiza uma reagdo competitiva com o
acido nitroso (VON DAHN et al., 1960 apud LIJINSKY, 1992). Outras
substancias, porém menos efetivas foram descritas como inibidoras da
formag¢do de compostos nitrosos: entre elas, o tocoferol, os taninos e a
glutadiona (LLJINSKY, 1992).

Ndo ha davidas de que as nitrosaminas devem ser

metabolizadas a fim de tornarem-se toxinas, mutagénicas ou carcindgenas
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(ARCHER, 1989). Sem ativagéo, as nitrosaminas sdo simplesmente bons
solventes, pois a maioria delas sdo liquidos a temperatura ambiente.
Quando ativadas por enzimas, elas tornam-se reativas e interagem com
DNA, induzindo mutagdes pela alquilagio do DNA (LIJINSKY, 1992).
Por diversas vezes ja ficou evidenciado que a ativagdo metabolica das
nitrosaminas mostrou ser resultante da hidroxila¢gdo do carbono de uma
das cadeias alquilicas da nitrosamina, reagdo que é catalisada pelos
citocromos P450. Citocromos P450 s3o uma superfamilia de enzimas
presentes no reticulo endoplasmaético, € uma menor parte delas envolvidas
na biossintese de compostos endégenos como esterdides, na mitocondria.
O figado contém a maior parte destas enzimas. Embora outros tecidos
tenham uma quantidade total de citocromos P450 menor do que ele, as
enzimas podem apresentar diferengas qualitativas, além de expressar
isoformas unicas de citocromo P450, o que pode ser muito importante em
termos de toxicidade local (LIJINSKY, 1992; YANG, 1984b).

MURPHY e SPINA (1994) demonstraram a presenga de
enzimas microssomais de alta afinidade em esdfagos de ratos que alfa-
hidroxilam o carcinégeno N-nitrosonornicotina, enzimas estas distintas
das do figado. Alfa-oxidag:ﬁo parece ser a rea¢do mais importante das

nitrosaminas, sendo comuns a todas elas (LIJINSKY, 1992). A clivagem
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espontanea do carbono-nitrogénio ligado na alfa-hidroxinitrosamina leva a
formagdo de um aldeido e do alquildiazohidroxido. O diazohidroxido
finalmente produz o potente ion eletrofilico alquil-diazdnio, que pode
reagir no sitio nucleofilico de uma molécula como 0 DNA (ARCHER,
1989; DUCKREY et al. 1967 apud, MAGEE, 1989; MAGEE; BARNES,
1967).

Estudos da alquilagio do DNA e RNA em animais por
compostos nitrosos iniciaram com MAGEE e FARBER (1962) (apud
LIJINSKY 1992). Desde entdo, muitos estudos foram realizados sobre o
mecanismo da alquilagido do DNA. Nitrosaminas reagem principalmente
na posi¢do N7 da guanina, mas também podem reagir em outros locais,
como na posi¢do 60 de guanina ou em outra base, como O4 alquiltimina
(ARCHER, 1989; SAFFHILL et al., 1985).

A carcinogénese resulta da agdo de agentes quimicos, fisicos,
biologicos e/ou alteragdes genéticas nas células. O processo de
carcinogénese pode ser dividido em trés estagios: imiciagdo, bromog:ﬁo e
progressdo. O primeiro estagio, a iniciagdo, implica uma alteragdo
genética irreversivel, geralmente constituida de uma ou mais mutagdes
simples, transversdes, transi¢des e/ou delegdes. O estagio de promogdo €

reversivel e ndo envolve alteragdes na estrutura do DNA, mas alteragoes
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na expressdo do genoma mediadas por interagdes entre agentes quimicos
promotores e moléculas receptoras que interagem ou se ligam a regides
especificas do DNA, o que acarreta as alteragdes de expressdo. O estagio
final e mreversivel de progressdo € caracterizado por instabilidade
cariotipica ¢ expansdo tumoral. Os alvos moleculares no processo de
carcinogénese incluem proto-oncogenes, oncogenes celulares e alteragGes
em ambos alelos dos genes supressores, estas tltimas encontradas
somente no estagio de progressdo (PITOT, 1993).

Por muitos anos, farta discuss@o tem sido dirigida a importéncia
dos fatores ambientais e genéticos na oncogénese. Tem-se tornado
evidente que estes dois fatores atuam conjuntamente na maioria dos
tumores. Ambos levam a expressdo de genes anormais ou expressio
inapropriada de genes normais. O denominador comum dos agentes ou
mecanismos que tém sido relacionados ao desenvolvimento de neoplasias
¢ a mutagdo genética (RUSTGI; PODOSKY, 1993).

O estudo da biologia molecular no cancer esofagico pode
trazer grande desenvolvimento no entendimento da indugéo e progresséo
destes tumores (STEMMERMANN et al., 1994).

Muito tem sido estudado no sentido de classificar a natureza

dos genes relacionados ao desenvolvimento tumoral. Estes genes podem
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ser divididos em dois grupos distintos: oncogenes - espre¢a genes que
atuam diretamente na promog@o do crescimento tumoral - e genes
supressores - que initbem a proliferagéo tumoral (RUSTGI; PODOSKY,
1993).

Genes supressores podem prevenir a aquisi¢do de um fen6tipo
transformado in vitro e tém propriedades funcionais similares in vivo. O
gene supressor p53 € localizado no brago curto do cromossomo 17. Sua
inativagdo funcional por mutacdo ou delegdo alélica € de grande
importancia no desenvolvimento de muitos tumores (BARTEK et al.,
1979; BARTEK et al., 1991; IGGO et al., 1990; JANKOWSKI et al.,
1992). Ele atua parando a replicagdo de DNA apds ocorrer a lesdo do
genoma, tanto prolongando a fase G1 do ciclo celular, o que da tempo a
célula para reparar a lesdo antes de entrar na fase S, quanto direcionando
a célula a morte em resposta a lesdo do DNA (KARP; BRODER, 1994;
LANE, 1992; MONTESANO et al., 1996, STEMMERMANN et al.,
1994). Quando ocorre a mutagdo ou delegdo alélica, a célula perde a
fungdo designada pela proteina codificada no gene p53 orginal,
estimulando, assim, crescimento celular anormal (VOGELSTEIN,
KINZLER, 1992). Varios estudos tém demonstrado associagdo entre

mutag¢des de p53 e instabilidade no resto do genoma (VOGELSTEIN;
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KINZLER, 1992; HARTWELL, 1992; LIVINGSTON et al., 1992; YIN
et al., 1992).As mutagdes do p53 podem resultar de processos endégenos
ou da agdo de carcinogenos ambientais ex6genos (GREENBLATT et al.,
1994).

Enquanto células que perdem fung@io supressora do p53
adquirem uma vantagem imediata, pois podem proliferar mesmo com
DNA danificado, células com p53 original tém seu crescimento
suprimido. Isto origina populag¢des de células proliferativas ativadas, com
alto risco de tommarem-se precursoras de lesGes neoplasicas
(MONTESANO et al., 1996).

O acimulo da proteina p53 esta relacionada com invasibilidade
e capacidade de metastatisar, e constitui um fator prognéstico pior para -
pacientes com cancer de es6fago (WANG et al., 1994).

O p53 é anormal em 33% a 50% dos carcinomas epidermdides
de es6fago (STEMMERMANN et al.,, 1994). A andlise das mutagdes
ciesse gene demonstrou que os tumores sfo distintos a nivel molecular.
Além disso, as mutagdes diferem em relagdo ao tipo, freqiiéncia,
distribuigdo no gene e impacto na estrutura proteica de p53. Isto reflete
ndo s6 o envolvimento de agentes causativos € mecanismos mutacionais

distintos, mas também a existéncia de mecanismos celulares especificos
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que direcionam a expressdo de fenotipos malignos e a progressio tumoral
(WANG et al., 1993; SASANO et al., 1992).

Os oncogenes, 0 outro grupo de genes responsaveis ﬁelo
desenvolvimento de tumores, podem ser classificados em proto-
oncogenes e oncogenes celulares. Os proto-oncogenes sdo aqueles que
adquirem o genoma de um virus oncogénico, geralmente um retrovirus.
Tais genes, ao invés de ficarem sob o controle das seqiiéncias que
normalmente regulam sua expressdo, ficam sob controle da seqiiéncia
viral, resultando numa expressdo alterada. Ja os oncogenes celulares sdo
definidos como genes capazes de induzir transformagdo neoplasica sem
um componente viral. Por ocorrerem normalmente nas células, € claro que
os proto-oncogenes € oncogenes celulares devem ser ativados durante o
processo de carcinogénese. Na maioria das vezes, tal ativagdo envolve
alguma forma de mutagdo, como uma transi¢do, uma transversdo ou uma
pequena delegdo; outras vezes, envolve uma dele¢do maior ou a formagdo
de um novo gene como resultado de uma translocagdo cromossdmica,
mutagénese insercional ou transposig¢do (PITOT, 1993).

Oncogenes sdo comuns no carcinoma epidermoide de esofago ¢
codificam fatores de crescimento, seus receptores ou outras partes do

sistema de sinalizagfo e transdugdo. A expressdo exacerbada dos fatores
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de crescimento, ou de seus receptores contribuim para o crescimento
tumoral. A fosforilagdo da fosfolipase C, induzida pelos fatores de
crescimento parece ser um ponto critico que limita a atividade da proteina
quiinase dos receptores de crescimento e leva a ativagdo da rota de
sinalizagd@o do fosfatidylinositil (CROSS; DEXTER, 1991). Estes genes
incluem o fator de crescimento epidérmico (EGF), TGF alfa, gene
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), seu homoélogo c-
erB-2 (ampliﬁcagéo), int-2 e hist-1 (amplifica¢do), c-myc (amplificagdo),
MTS-1/p16 (delegdes e mutagdes), ciclina D1 (amplificagdo e expressdo
exacerbada) (MONTESANO et al., 1996; STEMMERMANN et al.,
1994).

Anormalidades no receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGF) sdo mais comuns no carcinoma de esdfago do que em outros tipos
de cincer (ULRICH et al., 1984; MUKAIDA et al., 1991).

A expressdo exacerbada do EGFR se correlaciona com o grau
de displasia e freqii€éncia de metastases n(;s linfonodos (YANO et al.,,
1991; OZAWA et al., 1987). TAHARA (1990) demonstrou uma boa
correlagdo entre expressdo de EGF, profundidade de invasdo tumoral e
progndstico. A expressio do RNA mensageiro do EGF fo1 detectada em

29,6% dos carcinomas de esofago, e o TGF-alfa e o EGFR estavam
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expressos em 77,8% e 89,4% deles, respectivamente (YOSHIDA et al.,
1993). Também foi demonstrado que niveis elevados de EGF ¢ EGFR
indicam pior prognostico que aqueles com baixos niveis (MUKAIDA et
al., 1991).

Um local no cromossoma 11 (11q13) contém uma série de
genes: hst, int-2, bcl-1 e ciclina D. O mais importante deles, € a ciclina
D1, envolvida na progressdo de G1 para S do ciclo celular, é responsavel
pela produgdo de ciclina, que, ao ocorrer em demasia na hora errada,
estimula divisio celular inapropriada (JIANG et al, 1992;
MONTESANO et al., 1996; STEMMERMANN et al., 1994.

Em aproximadamente 50% dos carcinomas esofagicos
primarios ¢ em 100% das metastases ocorre a amplificagdo no local do
cromossoma 11ql13, que contém os genes hst-1, int-2 e ciclina D
(TSUDA et al., 1989; KITAGAWA et al., 1991).

Existe também uma correlagdo positiva entre coamplificagéo
dos genes hst-1 e int-2 e e»stégio clinico das metastases, o que sugere que
a amplificagio do locus desses genes pode participar ndo s6 da
carcinogenicidade mas também da progressdo das metastases d(_)

carcinoma esofagico (JIANG et al., 1992; KITAGAWA et al., 1991).
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Algumas das alteragdes acima identificadas parecem ter
significado prognostico, sendo, pois, uteis no estabelecimento da terapia;
outras podem servir como marcadores biolégicos para os individuos com
risco elevado para céncer e, conseqiientemente, propiciar a desejada
identificagdo dos pacientes que necessitam rastreamento para cincer
(MONTESANO et al., 1996).

Nitrosaminas demonstraram ser carcindégenos eficazes em
muitas espécies animais, especialmente entre os mamiferos, o que sugere
que humanos também sejam suscetiveis a elas. Conseqiientemente, seu
uso proporciona a oportunidade de se investigarem os mecanismos de sua
carcinogenicidade (LIJINSKY, 1980). Para isso, tem-se definido
substincias que induzem experimentalmente a formagdo de tumores em
animais. Assim, demonstrou-se que a DEN induz tumores em varias
espécies, especialmente em seus sistemas respiratorio e digestivo alto,
figado e rins (LIJINSKY, 1980). Administrada na agua de beber, a
concentragdo de 0,04ml/1000ml tornou-se a dose preconizada em varios
modelos experimentais (KRUEL, 1992; RUBIO, 1983; RUBIO et al,,
1987; RUBIO, 1988).

Sabe-se que o cancer de es6fago em amimais domésticos e

selvagens ¢ raro (REFERENCES, 1974, apud KRUEL 1992). A indugéo
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destes tumores em ammais de laborét()rio Vconsolidou-se quando se
verificou que a administragdo oral de methilnitrosamina em ratos provoca
o desenvolvimento, na maioria dos animais, do carcinoma de células
escamosas cornificadas (DRUCKREY et al., 1961a, 1961b). A indugfo
de tumores esofagicos em roedores foi feita por via oral, sendo o
carcinogeno dissolvido na 4gua de beber (REUBER, 1975, 1977;
LIJINSKY et al., 1983). NAPALKOV e POZHARISSI (1969) usaram a
via intragastica, por intubagdo orogastrica, € constataram variada
incidéncia em fungdo das diferentes nitrosaminas, do tempo de
administracdo e da dosagem usada.

BULAY e MIRVISH (1979) usaram em ratos a metil N-
amilnitrosamina via intraperitoneal e obtiveram incidéncia de 40 a 66%
em diferentes dosagens. O uso de DHPN intraperitoneal também produz
carcinoma de esofago (LEVISON et al., 1979). A administragdo de N-
benzilnitrosamina via subcutdnea determina cancer em 35% dos casos
(STINSON et al., 1978; STINSON, 1979). |

Como ja se viu, a DEN, que foi usada em muitas espécies,
demonstrou ser um importante carcinégeno. Além de ser encontrada em
alimentos e drogas, ela é formada endogenamente no estomago (MAGEE

et al., 1976, apud SCHMAL et al., 1978; PREUSSMANN, 1975, apud
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SCHMAL et al., 1978). O seu uso intramuscular em galinhas ocasionou
carcinoma hepatocelular € adenocarcinoma de rim; seu uso oral em gatos
ocasionou hepatomas, carcinoma de es6fago e adenocarcinoma de rim
(SCHMAL et al., 1978). A ingestio de DEN por um periodo de 180 dias
induziu carcinoma de células escamosas no es6fago de camundongos em
18% (CLAPP; CRAIG, 1967). Em uma cepa de ratos bifalo, sua
administragdo durante 26 semanas provocou cancer em 50% dos casos
(REUBER, 1975, 1977). Mais recentemente a DEN foi usada por RUBIO
(1983, 1987) e KRUEL (1992). As nitrosaminas também ja foram
estudadas em primatas, coelhos e cdes (ADAMSON et al., 1977; IZUKA
et al., 1977, apud KRUEL, 1992; SASAJIMA et al., 1977).

Em Linxian, China, observou-se carcinoma esofigico em
galinhas, com incidéncia semelhante a registrada em humanos. Num
estudo realizado em Zhongxiang, provincia de Hubei, a incidéncia do
cancer esofagico registrada em duas comunidades de imigrantes de Henan
que apresentavam altos indices de cancer esofagico, foi comparada com a
existente em duas comunidades nativas de Hubei. Além disso, o estudo
examinou 5484 galinhas da comunidade dos imigrantes e registrou doze

casos de cincer faringeo e faringo-esofagico; nenhum caso foi observado



33
entre 2.371 galinhas da comunidade de nativos. A incidéncia de cancer
esofagico na comunidade de imigrantes era de 82.81/100.000 hab./ano,
muito maior do que a existente na comunidade nativa (21.53/100.00
hab./ano). O autor acredita que tal resultado se deva aos habitos de vida e
alimentares que os imigrantes trouxeram e que as galinhas
compartilhavam. Estes estudos mostram um paralelismo entre humanos e
galinhas na prevaléncia e patologia do cancer esofagico e sugerem que o
modelo experimental adotadq possa ser util para o estudo da
carcinogénese do esdfago (YANG, 1980).

Os modelos experimentais oferecem a oportunidade -para o
estudo sistematico e compreensivo da morfogénese do tumor de esofago,
com o acompanhamento morfodindmico do processo patologico, estagio
por estagio (NAPALKOV; POZHARISSKI, 1969).

Em virtude dos achados citados por YANG (1980) sobre o
paralelismo entre a prevaléncia e patologia do carcinoma de es6fago entre
galinhas e humanos, propde-se, neste trabalho, o uso de frangos como
modelo de carcinogénese experimental. Nele também serdo seguidos, com
as adaptagdes necessarias, os principios usados por KRUEL (1992) em
camundongos, que induziu carcinoma esofagico usando DEN na 4gua de

beber por um periodo de 180 dias.
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3 OBJETIVOS

1) Desenvolver um modelo de carcinogénese esofagica em

frangos induzida por diethilnitrosamina por um periodo de 200 dias.

2) Classificar as lesGes encontradas nas varias etapas do

experimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Realizou-se um estudo experimental em frangos, com a
finalidade de estabelecer um modelo de carcinogénese esofagica induzida
por DEN.

O experimento iniciou com 440 frangos de corte (Gallus
domesticus), de ambos os sexos, com 10 dias de vida (Figura 1),
divididos em dois grupos: um grupo controle com 70 animais € um grupo
experimental com 370 animais.

No momento do sacrificio, o critério para inclusdo no estudo

era por escolha aleatéria ou debilidade fisica entre os animais de cada

grupo.
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O cnitério de exclusdo era a morte ndo programada, pois o
experimento foi realizado na area rural do municipio de Sdo Marcos (RS),
onde ndo havia condigdes técnicas para o armazenamento dos animais
que eventualmente morriam entre os intervalos programados para o
sacrificio, nem para realizar a necropsia destes animais fora dos periodos
pré-estabelecidos.

No final, foram mcluidos no experimento 183 frangos, de

ambos 0s sexos: 54 animais no grupo controle (C) e 129 no grupo com a

solugdo (S).
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4.2 Condicoes de acondicionamento dos animais

Os animais foram confinados em um aviario industrial isolado
para este fim em uma propriedade rural no municipio de Sdo Marcos, Rio
Grande do Sul, em condigdes semelhantes as de criagdes de frangos de
corte.

O awviario foi dividido em dois setores, um contendo o grupo
controle com 54 frangos € o outro contendo os 129 frangos que foram
submetidos a ingesta da solugdo. Os dois grupos nido tiveram contato

fisico entre si durante o experimento.

4.3 Droga carcinégena e dose

Foi utilizada diethilnitrosamine (DEN) SIGMA CHEMICALS

N-0756.
A droga foi usada na concentragdo de 0,04ml/1 e era diluida na

unidade de bioquimica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

4.4 Alimentacao
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A comida e a agua eram fornecidos aos grupos de maneira
independente, sem que um grupo tivesse contato com o outro.

Todos os animais fizeram uso da alimenta¢do e da agua ad
libitum. A ragéo era constituida pela ragdo Supra Frango Inicial (Anexo
A), farelo de milho e farelo de osso.

A DEN era diluida na agua de beber e colocada a disposigdo
dos animais como unica forma de ingesta hidrica durante trés dias
consecutivos por semana (tergas, quartas e quintas). Nos dias restantes
(sextas. sabados, domingos e segundas) os animais recebiam agua sem

DEN. Esta rotina foi mantida durante todo o experimento.

4.5 Cronograma de sacrificios

Estabeleceu-se um cronograma de sacrificio a fim de analisar as
alteragdes histologicas. O critério de escolha para o sacrificio era o
aleatorio e, nas fases finais, o de debilidade fisica.

Os tempos de sacrificios foram divididos em 6 etapas, com
sacrificios no grupo controle (C) e no grupo de DEN (S):

TO: grupo inicial controle;

T1: tempo trinta dias;
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T2: tempo sessenta dias;
T3: tempo noventa dias;
T4: tempo cento € vinte dias;
T5: tempo duzentos dias.
Na Figura 2, podem ser observados os periodos de sacrificio

com o numero de animais em cada grupo.

n O 20 25 28 23 33

/ solugdo I I } I I I -
/
n=183 —— TO T1 T2 T3 T4 TS5
\
\ controle I 1 I I I I---

n 10 10 10 10 7 7

Figura 2 - Delineamento do experimento

4.6 Métodos de estudo
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A morte do animal foi induzida pela inalagdo de éter etilico
embebido em algoddo, em recipiente plastico fechado.
Apbés o sacrificio, o animal era colocado em uma mesa ciriargica

de isopor ou cortiga € iniciava-se o procedimento de dissecgdo (Figura 3).

Figura 3- Frango preparado para a necroosia.
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A disseccdo era iniciada com uma incisido longitudinal préoxima
a cloaca e se estendia em dire¢do ao craneo através do peito e da regido

cervical (Figura 4).

Figura 4- Incisdo cirurgica no animal com individualiza¢do da pega
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Na nspegdo da cavidade abdominal, o ventriculo (mbela) era
identificado e seccionado junto a sua unido com o intestino. Apds, eram
liberados o pro-ventriculo e o eséfago até a sua unido com a faringe, com
0 que se retirava o bloco (Figura 5). Apds, a peca era seccionada em sua
face anterior, longitudinahnente, desde o ventriculo até junto a faringe, e
era lavada em 4dgua corrente para retirar os residuos alimentares. O bloco
era colocado em uma folha de isopor ou de cortiga para o exame

macroscopico (Figura 6).

Figura 5 - Pega cirurgica removida



Figura 6 - Pega cirurgica preparada para a macroscopia com a regido
dos cortes histologicos

43
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4.7 Colheita do material e processamento

A peca foi fixada em formalina tamponada a 10% por imersdo
para posterior descrigdo macroscopica. A seguir, era feita a inclusdo em
parafina e o processamento para obtencdo de cortes histologicos corados
por hematoxilina - eosina.

Em todos os animais estudaram-se, no minimo, seis cortes, que
abrangiam, ao menos uma vez, a circunferéncia do 6rgao em cada nivel.
Como ndo se observaram alteragdes macroscopicas, os cortes foram
feitos aleatoriamente nos varios segmentos do eséfago e estomago (Figura

6).

4.8 Analise histologica

Para a avaliagdo histologica, foram utilizados os critérios de
KRUEL (1992), devidamente adaptados para esta pesquisa:
-Histologia normal (P1): Presen¢a de vanas camadas de

células malphigianas localizadas entre a borda do epitélio e a submucosa,
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com nucleos ovais ou arredondados. A mucosa apresenta um estrato
corneo que ocupa a por¢do superficial da espessura epitelial.

-Hiperplasia e esofagite (P2): Epitélio mais espesso as custas
de hiperplasia da camada basilar, hiperplasia papilar, hipercromatose e
infiltrado inflamatério composto por polimorfonucleares e linfocitos em
intensidade variada.

-Lesdo escamosa intra-epitelial de baixo grau (P3):
Displasia minima, isto €, aumento das camadas celulares basais atingindo
um terco do epitélio, com células mais volumosas € com cromatina mais
densa.

-Lesdo escamosa intra-epitelial de alto grau (P4): Presenca
das seguintes lesdes: 1) displasia moderada - a proliferacdo do epitélio
atinge quase dois tercos de sua espessura, persiste o pleomorfismo
celular; 2) displasia acentuada e carcinoma intra-epitelial in sifu- as
alteragdes displasicas atingem toda a espessura do epitého, que €
composto de células marcadamente anormais, mas ainda pode ser
observada alguma matura¢do na superficie epitelial.

-Carcinoma epiderméide invasor (P5): Presenga de células
epiteliais malignas com ruptura evidente da membrana basal e presenga

de células neoplasicas na ldmina propria.
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4.9 Analise estatistica

Para a analise estatistica, foram utilizados o teste exato de
Fischer bi-caudado e o teste qui-quadrado de Pearson.

Estabeleceu-se um nivel de significancia de 5%, p<0,05.
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.5 RESULTADOS

O modelo de carcinogénese esofagica em frangos induzido por
DEN foi executado em 183 animais. Os animais foram mantidos nas
mesmas condi¢des experimentais durante toda a pesquisa.

Nas varias etapas do protocolo, foram sacrificados animais do

grupo controle e do grupo solugdo em proporgdes semelhantes.

5.1 Observacgoes gerais

Durante a manuten¢do dos animais em cativeiro, observou-se,
ja no primeiro més, uma alteragdo comportamental nos animais que
receberam a solugdo. Este comportamento consistia em maior

agressividade, que os levava, por vezes, a realizar praticas canibalisticas
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(Figura 7). Este comportamento manteve-se durante todo o desenrolar da

pesquisa.

Figura 7 - Visualizag¢do do canibalismo entre os animais
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Quanto ao aspecto externo, observou-se nos animais do grupo
solugdo, perda de penas na regido caudal, o que ocorreu minimamente no
grupo controle (Figura 8). Também se constatou que os animais do grupo
solugdo estavam nitidamente emagrecidos em comparagdo aos do grupo

controle.

Figura 8 - Animal com perda de penas na regido caudal
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5.2 Sexo

Houve uma propor¢do adequada entre machos e fémeas nas
varias etapas de sacrificio, ndo tendo havido diferen¢a estatistica
significativa, p>0,05, como pode ser visto na Tabela 4. Também ndo
houve diferenga estatistica entre os grupos controle e solugdo na

distribuicdo de sexo dos animais sacrificados (Tabela 5), p>0,05.

Tabela 4 - Distribuigdo dos animais quanto ao sexo em relagdo ao tempo

(legendas no texto)

Sexo/Tempo TO T1 T2 T3 T4 TS  Total

Masc 4 18 25 23 19 26 115
Fem 6 12 10 15 11 14 68
Total 10 30 35 38 30 40 183

Tabela 5 - Distribuigdo dos animais quanto ao sexo em relagdo ao grupo

(legendas no texto)
Sexo/Grupo  Controle Solucao Total
Masc 33 82 115
Fem 21 47 68

Total 54 129 183
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5.3 Alteragdes macroscépicas

Ap6s o sacrificio com éter, os animais eram colocados numa
mesa com 1sopor €/ou cortiga e efetuava-se a necropsia. A inspe¢do das
visceras ndo revelou, em nenhum dos animais sacrificados, lesdo tumoral
macroscopicamente visivel, tanto no trato gastrointestinal como nos
outros Orgaos.

As alteragdes macroscopicas no grupo controle podem ser

vistas na Tabela 6, e as do grupo solugéo, na Tabela 7.

Tabela 6 - Presencga de hiperemia em relagdo ao tempo no grupo controle

(legendas no texto)

T0 T1 T2 13 T4 TS  Total
Sim 0 0 3 9 0 0 12
Niao 10 10 7 1 7 . 42
Total 10 10 10 10 7 i 54
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Tabela 7 - Presenga de hiperemia em relag@o ao tempo no grupo solugéo

T1 T2 T3 T4 TS  Total
Sim 6 14 22 11 22 75
Nao 14 11 6 12 Ll 54
Total 20 25 28 23 33 129

Na analise macroscépica no momento da necrdpsia, procurou-
se verificou as alteragdes indicadas no protocolo. A presenga de
hiperemia, representada pela coloragdo avermelhada da mucosa, foi
evidenciada apenas pela sua observagéo (sim ou ndo). Grau de hiperemia,
difuso ou focal, ndo foi considerado.

No grupo controle, ndo se observaram alteragdes em TO e T1.
Nos tempos T2 e T3, foi constatada hiperemia em diversos graus no
esodfago, desde areas focais até extensas areas de congestfio vascular; em
T3, observaram-se ainda animais com granulagdes esbranquigadas
fibrindides. Essas granulagdes eram facilmente removiveis €, em sua
porgdo basal, ndo apresentavam friabilidade ou ulceragdes. No exame
microscopico, observaram-se fungos na maioria destes casos. Em T4 e
TS5, ndo foram constatadas alteragoes.

No grupo solugdo, a presenga de hiperemia foi notada ja em T1,

ampliou-se em T3 e persistiu em T4 e T5. Também foram observados
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animais com granula¢Ges fibrindides a partir de T2, mas principalmente
em T3. Em T4 e T5, tais nodularidades inexistiram.

Fazendo-se uma analise global entre todos os animais, houve
correlagdo estatistica significativa entre desenvolvimento de hiperemia e
as varas etapas de sacrificio, p<0,05. Quando se compararam
individualmente os periodos T1 e T5 do grupo controle, constatou-se que
ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao desenvolvimento de
hiperemia; ja no grupo solugdo, houve tal correlagio.

Em todos os casos dos grupos solu¢do e controle, a mucosa

permaneceu bastante delgada e translicida até o final do experimento.

5.4 Alteragdes microscopicas

As alteragdes microscopicas do grupo controle estdo descritas
na Tabela 8.

Tabela 8 - Alteragdes microscopicas no grupo controle

(Iegendas no texto)

Pl P2 P3 P4 ra Total

TO 9 1 0 0 0 10
T1 8 2 0 0 0 10
T2 - 6 0 0 0 10
T3 2 8 0 0 0 10
T4 0 7 0 0 0 7
TS 3 - 0 0 0 7
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No TO do grupo controle, constituido de 10 animais com 10
dias de vida, observou-se, apds analise histoldgica nos varios segmentos,
nove animais com esOfago normal (Figura 9) e um tunico animal com
esofagite (Figura 10). Em T1, dois dentre os dez animais apresentavam
esofagite. Em T2, ocorreu predominancia de casos de esofagite, com 6
casos. Em T3, dos dez animais, oito apresentavam esofagite; em T4,
todos os sete animais apresentavam esofagite e, em T35, trés eram normais
e quatro tinham esofagite. Dessa forma, no grupo controle, ocorreram

altera¢des microscopicas apenas do tipo inflamatério.

Fioura 9 - Micrafotaorafia dn ecAfaocn narmal dAea animal Aa amina



Figura 10 - Microfotografia do es6fago de animal do grupo solugdo,
mostrando hiperplasia da camada basilar. Abaixo do epitélio pode
ser visto infiltrado inflamatério mononuclear. Tempo de
experimento: 90 dias. (Hematoxilina-Eosina, aumento de 200x).
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As alteragbes microscopicas no grupo solugdo estdo

sumarizadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Alteragdes microscdpicas no grupo solugao

(legendas no texto)

P1 P2 P3 P4 P35 Total

T1 14 6 0 0 0 20
T2 12 13 0 0 0 25
T3 7 18 3 0 0 28
T4 5 15 3 0 0 23
15 Z 21 2 6 2 33

Nesse grupo, as alteragdes  microscopicas foram
progressivamente ocorrendo no desenrolar do experimento, com
predominio dos achados inflamatérios. Nos periodos T3 e T4, puderam
ser observadas alteragbes intra-epiteliais proliferativas mais restritas a
camada inferior do epitélio esofagico, alteragdes que correspondem a
displasia leve (Figura 11). Elas seguidamente estavam acompanhadas de
esofagite, porém era assinalado o grau mais elevado de lesdo. No periodo

TS5, as alteragbes intra-epiteliais observadas eram mais intensas,
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ocupavam quase toda a espessura do epitélio (Figura 12) e, em dois

casos, invadiam a submucosa (Figura 13).

Figura 11 - Microfotografia do esdfago de animal do grupo solugéo,
mostrando células disceratdticas em lesdo intra-epitelial de baixo
grau. Tempo de exposi¢do: T4. (Hematoxilina-Eosina, aumento de
250x).



Figura 12 - Microfotografia do es6fago de animal do grupo solugio,
mostrando lesdo intra-epitelial de alto grau. Observa-se area de
ulceragdo revelando atipias em toda espessura do epitélio.
(Hematoxilina-Eosina, aumento de 32x).
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Figura 13 - Microfotografia do es6fago de animal do grupo solugdo,
mostrando lesdo neopldsica microinvasora. (Hematoxilina-Eosina,
aumento de 250x.

Como se pode observar no Anexo B, houve uma tendéncia
para o desenvolvimento de lesdes de alto grau (P4) e cancer microinvasor
(P5) no grupo solugdo, ao contrario do grupo 'controle, onde

predominaram processos inflamatorios.
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6 - DISCUSSAO

6.1 Modelos Experimentais

Os modelos experimentais propiciam o estudo sistematico e
compreensivo da morfogénese do tumor esofagico, isto é, o seguimento
morfodindmico do processo patologico, estdgio por estagio
(NAPALKOV; POZHARISSKI, 1969).

Véarios animais ja foram usados como modelos de
carcinogénese esofagica, como ratos bufalo (REUBER, 1977), ratos
albinos INAPALKOV; POZHARISSKI, 1969), camundongos (RUBIO et
al., 1987; KRUEL, 1992), com incidéncias varidveis de carcinoma
esofagico, primatas (ADAMSON et al., 1977) e coelhos (IIZUKA et al.,

1977, apud KRUEL, 1992). Galinhas foram usadas como modelo
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experimental usando-se DEN intramuscular desenvolveram carcinoma
hepatocelular e adenocarcinomas de rim (SCHMAHL et al., 1978).

Foi observado um paralelismo na prevaléncia e incidéncia do
carcinoma esofagico entre humanos e galinhas. A prevaléncia do
carcinoma esofagico e faringeo foi estudada em Zhongxiang, Hubei,
China. Observaram-se, em 5.484 galinhas, originarias das comunidades
imigrantes de Henan, 12 casos de carcinoma esofagico e faringeo,
enquanto que nenhum caso foi observado em 2.371 das originarias da
comunidade nativa. E provavel que esta incidéncia de céncer nas galinhas
se deva ao fato de elas compartilharem os mesmos habitos alimentares
dos humanos. Nesta pesquisa obteve-se 0 desenvolvimento de lesdes de
alto grau e carcinoma microinvasor. A demonstragdo destas semelhangas
do céancer esofagico entre galinhas e humanos sugere que esse possa ser

um bom modelo animal para carcinogénese experimental (YANG, 1980).
6.2 Droga carcinégena e método de administracio
Mais de 300 compostos nitrosos foram relatados como

carcinogenos em uma ou mais espécies de animais (PREUSSMANN,

1984b). A DEN induz tumores em varias espécies animais, tendo



62
preferéncia para o sistema respiratério, digestivo alto e rins (LIJINSKY,
1980), o que demonstra ser ela um importante carcindégeno. Ela é
encontrada em alimentos, drogas, ambientes industriais, além de ser
formada endogenamente no estdémago (MAGEE et al., 1976, apud
SCHMAL, 1978, PREUSSMANN, 1975, apud SCHMAL, 1978).
Administrada na agua de beber na concentragido de 0,04 ml/L, tomou-se a
dose preconizada em varios modelos experimentais (KRUEL, 1992;
RUBIO, 1983; RUBIO et al., 1987; RUBIO, 1988), por ser de facil
administragdo e exigir minima manipulagdo dos animais, se comparada
com os usos intra-peritoneal (LEVISON et al.,, 1979), subcutineo
(STINSON et al., 1978) ou intramuscular (SCHMAHL et al., 1978).

Nessa pesquisa, a DEN induziu lesdes no eséfago de frangos,
de maneira semelhante a identificada em outros modelos.
6.3 Tempo do experimento, método de sacrificio e numero

de animais

Foi estabelecido um cronograma de sacrificio, de maneira que
pudessem ser analisadas as alteragdes histologicas nos diversos periodos
estabelecidos e haver a comparagdo destas alteragdes entre o grupo

solu¢do e o grupo controle. As etapas de sacrificio estabelecidas - TO



63
tempo inicial, T1 tempo 30 dias, T2 tempo 60 dias, T3 tempo 90 dias, T4
tempo 120 dias, T5 200 dias - demonstraram ser adequadas para o
desenvolvimento de lesbes escamosas intra-epiteliais de alto grau e de
carcinoma mvasor. Foram usados inicialmente 440 animais, 370 no grupo
solugdo ¢ 70 no grupo controle. Houve, entretanto, perdas acima do
previsto, € 0s animais que morriam fora dos periodos pré-estabelecidos
ndo puderam ser incluidos por impossibilidades técnicas, ja que o
experimento foi realizado em uma area rural do municipio de Sdo Marcos,
que ndo oferecia condi¢des de armazenamento nem de necrdopsia fora dos
tempos pré-estabelecidos. No fim do estudo, o total de animais analisados
fo1 de 183: 54 no grupo controle € 129 no grupo solu¢do. O grupo
controle apresentou uma perda de 22,8%; no grupo solugdo, a perda foi
de 65,1%: 75,4% das perdas globais ocorreram eﬁtre 47- e 120- dia do
experimento. Neste periodo, ocorreu presenga de esofagite por fungos em
consideravel parcela das laminas dos animais que foram analisados.
Acredita-se que, se o0 experimento tivesse se prolongado por um periodo
maior de tempo, o numero de lesdes intra-epiteliais de alto grau e de
cancer invasivo teria sido mais expressivo, como demonstrou SCHMAHL
et al. (1978) que, tendo induzido tumores em galinhas pelo uso de DEN

intramuscular, observou adenomas renais ap6s 140 dias e tumores
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hepaticos aos 575 dias. O método de sacrificio usado, anestesia com éter,

foi adequado, visto que néo acarretava sofrimento ao animal.

6.4 Analise histolégica e classificacdo das lesoes

Os cortes histologicos eram realizados nos 3 segmentos bem
definidos do es6fago do frango, isto é, na primeira por¢io, no papo € no
segmento distal. As létninas eram codificadas de maneira que o
patologista ndo soubesse a que grupo pertencia o animal.

A classificacdo adotada foi a utilizada por KRUEL (1992),
modificada para frangos, € vem ao encontro do que afirma DAWSEY et
al. (1994), para o qual displasias moderada e severa e carcinoma in situ
sd0 as unicas lesdes associadas com uma aumento significativo para o
desenvolvimento do cancer.

Estas classificagdes baseiam-se no sistema Bethesda para o
colo uterino ( THE 1988 BETHESDA SYSTEM, 1989) e vém sendo cada
vez mais utilizadas como elemento simplificador e unificador do
diagnéstico de neoplasias. A abordagem com critérios 1dénticos para a

linguagem cientifica presta-se para trabalhos multicéntricos.
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6.5 Resultados

A ocorréncia de uma maior agressividade, a perda de penas na
regido caudal e as préaticas camibalisticas observadas no grupo solugio
decorrem, provavelmente, de alguma alteragdo molecular causada no
organismo do animal pelo uso da nitrosamina. Embora em criagdes de
frango possa ocorrer canibalismo, nos animais do grupo solugdo isto
ocorreu de forma muito intensa, enquanto que no grupo controle ocorreu
de forma minima.

Houve uma distribuicdo eqiiitativa de sexo entre o grupo
controle e solugédo e nas varias fases de sacrificio, 0 que descarta erros de
avalia¢cdo quanto ao fator sexo.

A presenga de hiperemia foi mais intensa em T2 e T3 (Figura
14), principalmente no grupo controle, provavelmente por um processo
infeccioso por fungos que estava presente nas ldminas examinadas, tanto
que, em T4 e TS5, ndo foi mais observada hiperemia no grupo controle. No
grupo solugdo, a presenga da hiperemia persistiu nas demais fases de

sacrificio: houve correlagdo estatistica para o desenvolvimento de
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hiperemia neste grupo. Os variados graus de hiperemia podem ser
explicados pelo processo infeccioso em T2 e T3 e, talvez, pela agdo
direta da nitrosamina sobre o epitélio esofagico, uma vez que, no grupo
controle, nio houve hiperemia macroscopicamente visivel em T4 ¢ T5. E
sabido que as nitrosaminas precisam ser metabolizadas para tornarem-se
carcinogenos (ARCHER, 1989). Esta ativagdo pode ocorrer em nivel
hepatico (LIJINSKY, 1992; YANG et al., 1984b) ou, como
demonstraram MURPHY e SPINA (1994) em ratos, no esdfago, pela
presenca de enzimas microssomais de alta afinidade. O fato de haver uma
toxicidade direta pode ser o fator indutor de uma resposta inflamatéria
mais persistente no grupo solu¢do, bem como pode explicar as outras
alteragdes microscopicas que ocorreram neste grupo. Em frangos, esta
atividade local é desconhecida e, como este trabalho ndo investigou este
fator, persiste a davida sobre esta agdo direta.

No grupo controle, somente ocorreram alteragdes inflamatérias
em nivel microscdpico. Ja no grupo solugdo, ocorreram alteragdes intra-
epiteliais, inicialmente de baixo grau em T3 e T4, e, posteriormente, de
alto grau e carcinoma invasor em 2 casos em T5, havendo, entdo, uma
tendéncia para o desenvolvimento de lesdes precursoras e de carcinoma

com o uso de diethilnitrosamina. Estes resultados confirmam os dados



67
observados por YANG (1980), em que néo se observaram carcinomas em
2.371 galinhas de comunidades com baixa incidéncia de carcinoma
esofagico, enquanto que foram observados 12 casos de carcinoma
esofagico e faringeo em 5484 galinhas em comunidades com alta
incidéncia de cancer de esofago.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam a génese do
carcinoma epidermoide de es6fago em outros animais experimentais, pelo
uso de DEN, e permitem que se equipare, por similaridade, o
desenvolvimento do carcinoma epidermoéide esofagico experimental com
o de seres humanos, guardadas, evidentemente, as devidas proporgdes, 0
que contribui para um maior entendimento da patogénese deste

carcinoma.

HIPEREMIA

M hiperemia

B normal

numero de animais

TO ™ T2 T3 T4 T5

tempo do sacrificio

T meeer 14 R S S IR NP 3.
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista os objetivos propostos e os resultados obtidos,

pode-se estabelecer as seguintes conclusdes:

1) O modelo experimental testado é adequado ao estudo da

carcinogénese esofagica induzida pela diethilnitrosamina em frangos.

2) Houve indugdo de lesdes precursoras € cancer invasivo nos

animais estudados.

3) As lesdes foram do tipo intra-epitelial de alto grau e
carcinoma microinvasor, € ocorreram em 15, isto é, no 200- dia do

experimento.
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8 PERSPECTIVAS

O uso de animais de experimentacdo para o estudo de
patologias que comprometem humanos, com certeza contribui para o
melhor entendimento da sua patogénese, permitindo ndo s6 compreender
a forma como elas se desenvolvem mas também delinear o seu tratamento
€ cura.

Os avangos que vém sendo obtidos nos estudos da biologia
molecular também constituirio grande passo para o entendimento da
fisiopatologia dos tumores, que com certeza tem sua aplicagdo em

animais experimentais.
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9 ANEXOS

ANEXO A

Racédo Supra Frango Inicial A. P

Rotulo registrado no Ministério da Agricultura ¢ Reforma

Agraria sob numero RS 4206 0121

COMPOSICAO BASICA: milho, sorgo, farelo de arroz
desengordurado, farelo de gliten de milho (60%), farelo de trigo, farinha
de carne, farinha de sangue, farinha de peixe, farinha de ossos (16%),

fosfato bicalcico, sal, pré-mix mineral e vitaminico.

EVENTUAIS SUBSTUTIVOS: farelo de trigo e carbonato de

calcio.



i

NIVEIS DE GARANTIA:  umidade (maxima) 13%
prot. bruta (minima) 21%
extrato etéreo(minima) 4%
matéria fibrosa (maxima) 5%
matéria mineral (maxima) 10%
calcio (méxima) 1,5%
fésforo (minima) 0,6%

ENRIQUECIMENTO POR KG DE RACAO: Vitamina A
(12.000 UI), Vitamina D3 (2.000 UI), Vitamina E (15 mg), Vitamina K
(1,3 mg), Riboflavina (7 mg), Tiamina (2 mg), Pantotenato de Célcio (14
mg), Vitamina B12 (20 mcg), Niacina (36 mg), Piridoxina (3 mg), Biotina
(0,1 mg), Colina (350 mg), Acido Félico (0,55 mg), Antioxidante (125
mg), Antibiotico (10 mg), 3-Nitro (50 mg), Violeta de Genciana (10 mg),
Coccidiostato (125 mg), Cobre (6 mg), Iodo (0,6 mg), Ferro (30 mg),

Manganés (70 mg), Zinco (50 mg), Selénio (0,3 mg).



ANEXO B

Lesdes Microscopicas no Grupo Solugédo e Controle em Relagéo ao

72

Tempo
Tempo Grupp P1 P2 P3 P4 P5 Total
TO C 0 0 0 10
T1 C 2 0 0 0 10
S 14 6 0 0 0 20
T2 C 4 0 0 0 10
S 12 13 0 0 0 25
T3 % 2 8 0 0 0 10
S 7 18 3 0 0 28
T4 C 0 7 0 0 0 7
S 5 15 3 0 0 23
TS g 3 4 0 0 0 7
S 2 21 2 6 2 33
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11 ABSTRACT

An experimental study in chickens (Gallus domesticus)
was done in order to induce esophageal carcinoma by
diethylnitrosamine, in the concentration of 0,04 ml/ll in drinking
water. One hundred eight three animals were arranged into one
treated (129 animals) and one control group (54 animals). The
experiment was done in a 200 days period. The animals were
sacrified in the days 0, 30, 60, 90, 120 and 200. Hystological
esophageal evaluation was done during each period. High grade
intra-epitelial scamous lesions and invasor carcinoma were found in
the treated group. These results demonstrated that chickens can be
used as experimental models of esophageal carcinoma induced by

diethylnitrosamine.
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