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RESUMO 13

RESUMO

A alta incidéncia de cancer esofagiano no norte do Iré foi associada ao consumo de
Opio e exposicdo as nitrosaminas. A dietilnitrosamina (DEN) possui potencial estabelecido
de produzir cancer experimental em esbfago e figado. Avaliou-se por histopatologia o efeito
da administracdo oral de morfina e DEN na carcinogénese esofagica e hepatica em 176
ratos, durante 23 semanas, divididos em grupos: Morf: morfina; Den: DEN; Den+morf: DEN
e morfina numa mesma solucdo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugfes e dias.
Morf ndo promoveu neoplasias. Encontraram-se maiores incidéncias neoplasicas: a) no
esodfago, Den em relagdo a Den/morf e Den+morf (71,1%, 55,8% e 50,0%); b) no figado,
Den e Den/morf em relagdo a Den+morf (73,8%, 81,4% e 40,9%); c) maior incidéncia de
neoplasia hepética do que esofagica em Den/morf (81,4% e 55,8%). Diferentes doses de
DEN foram ingeridas entre os grupos Den, Den/morf e Den+morf, respectivamente 2,9, 2,8
e 2,3 mg/kg/dia. Estes resultados mostram que a morfina ndo promoveu a carcinogénese
esofagica e pode ter estimulado o metabolismo hepéatico de primeira passagem do

carcinégeno.



1 INTRODUCAO

O céancer de esbfago estd entre os dez mais frequentes no mundo e, se for
considerado o impacto social nas regides endémicas, o problema se torna um verdadeiro
flagelo para aquelas populagfes. Foi constatada uma intima correlacdo entre doenca e
héabitos regionais, ou seja, com 0 modo de vida dessas pessoas (ZHU, 1991; VELHO, 2003)
e observa-se que a origem do cancer esofagico estd associada a fatores diferentes em cada

regido (GHADIRIAN, 1988; MONTESANO, 1996).

A alta incidéncia de cancer esofagiano foi associada ao habito do consumo de 6pio
em regibes de alta incidéncia no norte do Irfd (HEWER, 1978; MALAVEILLE, 1982;
GHADIRIAN, 1985; 1988) e a exposi¢do as nitrosaminas na China, principalmente através

da dieta (LU, 1991; CHENG, 1992; WU, 1993; LIN, 2002).

As razdes para a associacdo entre Opio e cancer de esdfago ndo sao conhecidas,
porém experimentos mostraram que uma dose de sulfato de morfina, o principal alcal6ide do
opio, causou alquilagdo do DNA, aumentada no eséfago e diminuida no figado, em ratos
qgue receberam dietilnitrosamina (DEN) 45 minutos apos a dose de morfina. A DEN, uma
nitrosamina, € considerada uma das substancias com maior potencial de produzir cancer no
esofago e figado de ratos e camundongos (LIJINSKY, 1992; RIBEIRO PINTO, 1997), e a

alquilagcdo do DNA constitui-se numa conhecida alteracdo precursora da carcinogénese
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provocada pela DEN nestes 6rgéos. Desta forma, a morfina causaria uma diminuicdo da
carcinogénese hepética e o aumento da esofagica por influenciar no metabolismo hepatico
da DEN. Uma vez sugerido que observagOes feitas em ratos poderiam ser extrapoladas
para o0 homem (RIBEIRO PINTO, 1997), estas seriam possiveis evidéncias metabdlicas,
num experimento agudo, para a associacdo entre Opio e cancer de es6fago em ratos e, por

extensdo, em humanos.

No presente estudo, foi oferecido DEN na agua de beber para ratos durante trés dias
em cada uma das 23 semanas, 0s quais foram comparados a grupos que ingeriram morfina
simultaneamente ou ndo com DEN. Avaliou-se o efeito da administragcdo cronica de morfina

e DEN na carcinogénese esofagica e hepdtica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE ESOFAGO - CONSIDERACOES GERAIS

Ha mais de dois mil anos a literatura médica chinesa vem descrevendo o cancer de
esodfago. Documentos da época ja descreviam pacientes que apresentavam disfagia e

eructacdo que evoluia de forma letal em centenas de milhares de pessoas (WU, 1982).

O céncer de esbdfago estd entre as 10 mais frequentes neoplasias no mundo,
alcancando nimeros superiores a 300.000 novos casos por ano, a maioria ocorrendo nos
paises em desenvolvimento. Existe intima relacdo da doenca com aspectos culturais e
hébitos regionais, ou seja, com o modo de vida (ZHU, 1991; VELHO, 2003). Isto constitui
uma importante evidéncia de que a origem do cancer de eséfago € multifatorial. Como
conseqiéncia, formam-se zonas de alta e baixa incidéncias préximas umas das outras,
muitas vezes dentro de um mesmo pais ou estado (GHADIRIAN, 1988; MONTESANO,
1996). As areas de maior incidéncia situam-se no norte da China, no nordeste do Ird, em
regides da india, no norte da Franca e na Africa do Sul. O litoral do mar Caspio, o nordeste
do Ird, as planicies do Turkistdo, que situam-se no norte do Afeganistdo e da China, formam
um verdadeiro cinturdo de cancer esofagico. Em Gonbad, litoral norte do Ird, sdo
acometidos 400:100.000 habitantes/ano, a maior taxa de ocorréncia mundial (IARC, 1991).

Na América do Sul, a sua incidéncia varia de intermediaria a alta, mas é particularmente
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elevada no chamado Cone Sul — regibes do norte da Argentina, nordeste do Uruguai

(40:100.000 hab./ano) e no estado do Rio Grande do Sul (27:100.000 hab./ano).

Dentro do proprio territério do estado do Rio Grande do Sul, onde a cada ano surgem
800 novos casos, a incidéncia € variavel: 16,49:100.000 hab./ano na microrregido da
Campanha a 4,74:100.000 hab./ano na microrregido de Soledade (DE STEFANI, 1990;
PROLLA, 1993). A taxa de mortalidade por cancer de esbdfago coloca-o no primeiro lugar
entre os estados brasileiros e no quinto lugar no mundo, superado apenas pelas provincias
de Henan (China), Gonbad (Ird), Transkei (Africa do Sul) e Bretagne (Franca) (BARROS,

1992).

De acordo com as Estimativas de Incidéncia de Céancer no Brasil, devem ocorrer
cerca de 10.590 casos novos no pais em 2005. E o sexto tipo de cancer mais incidente e,
em 2000, foi o sexto tipo mais mortal com 5.307 6bitos. Foi responsavel por 4,9% dos 6bitos

masculinos e por 1,3% dos femininos no pais em 2000 (INCA, 2005).

Apesar de todo o progresso técnico havido em relacdo ao diagnéstico e tratamento
desses pacientes nas Ultimas décadas, os elevados indices de complicagBes e mortalidade
relacionados a cirurgia e a baixa sobrevida global, ndo tém sofrido modificacdes
significativas na maioria dos relatos da experiéncia ocidental (PARICIO, 1993; GURSKI,
1997; SCHIRMER, 1997; ROSA, 1999). Esses maus resultados cirirgicos devem-se
principalmente ao diagnostico tardio da doenca, quando os pacientes ja se apresentam
sintomaticos e em mas condic¢des clinicas para serem submetidos a cirurgia (SKINNER,

1984; URSCHEL, 1995).

O grau de penetracao da lesédo na parede esofagica e o comprometimento linfonodal
sdo dois fatores importantes no prognéstico desses pacientes. O indice de sobrevida em
cinco anos cai drasticamente quando se comparam pacientes com lesdes restritas & mucosa
(em torno de 90%) com aqueles com invasdo de submucosa (cerca de 40%) (SKINNER,

1982). O diagnostico precoce do carcinoma epidermoéide do es6fago (CEE) é o grande
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diferencial do aumento de sobrevida nesses pacientes. Esse diagndstico somente sera
melhorado quando se conhecerem as populacdes de risco para a doenca e essas forem
submetidas a programas de rastreamento populacional (DE BARROS, 1992; KRUEL, 1992;
ROTH, 1997). Como parte destes programas, as popula¢des seriam submetidas a métodos
diagnosticos bem estabelecidos como a endoscopia esbéfago-gastrica, complementada com
técnicas que ampliam seu potencial diagndéstico, como a instilagao de Lugol sobre o epitélio
e a investigacdo da imunoexpressdo de p53 na mucosa esofagica (FREITAG, 1999;

FAGUNDES, 1999, 2005).

O CEE é o tipo histologico mais frequente, responsavel por 81 a 96% dos casos, e
sua etiopatogenia é multifatorial (DE BARROS, 1999; INCA, 2005). Os principais fatores de
risco ja demonstrados sdo os consumos de tabaco e de alcool etilico, especialmente quando
associados (TUYNS, 1980; SWANN, 1984; VICTORA, 1987; DE STEFANI, 1990; BLOT,
1994; ANDERSON, 1995). No mundo ocidental, o grupo populacional de maior risco
constitui-se de individuos do sexo masculino (proporgdo 4:1), na sexta década de vida e
com habito de consumo crénico de alcool e/ou tabaco (BLOT, 1994). O alcool é considerado
um potencializador da inducdo de tumores epiteliais, produzindo inicialmente lesGes
inflamatdrias e estimulando a proliferacdo celular epitelial. Ja o tabaco tem efeito
carcinogénico dose-dependente. Em subgrupos populacionais ndo expostos ao consumo de
alcool e/ou tabaco, os coeficientes de mortalidade para neoplasia do eséfago foram

inferiores aqueles da populagdo em geral (DE BARROS, 1992).

Em diversos paises, o cancer de eséfago foi associado ao baixo nivel sécio-
econdmico e a deficiéncia dietética de vitaminas A, C, E, riboflavina, caroteno e
micronutrientes encontrados em vegetais e frutas frescas, necessarios para manter a
integridade da mucosa esofagiana (GHADIRIAN, 1988; DE STEFANI, 1990; BLOT, 1993,

1994).
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Em estudo de caso controle em populagdo do Rio Grande do Sul, VICTORA et al.
(1987) identificaram o héabito da ingestdo do mate ou chimarrdo em altas temperaturas
(acima de 70°C) como responséavel por um risco relativo isolado, duas vezes superior, entre
bebedores e ndo-bebedores para o desenvolvimento de neoplasia esofagica. KRUEL et al.
(1996) observaram significativo aumento no indice de Tumores esofagicos em um grupo de
camundongos que recebeu agua quente (temperatura entre 60°C e 70°C) associado a DEN
guando comparado a um grupo que recebeu dgua em temperatura ambiente e DEN. Em
populacdo da zona endémica de Taquara — Rio Grande do Sul, de BARROS et al. (2000)
aferiram o volume médio de 1.265 ml (250 a 6.000 ml) de chimarrdo ingerido por pessoa,
sendo que em 72% das residéncias a temperatura da bebida foi de pelo menos 60 °C. Neste
estudo, concluiram que os individuos ndo estimavam corretamente a temperatura da agua
gue ingeriam, e que estas altas temperaturas do chimarrdo poderia contribuir para a

carcinogénese nesta populagao ( DE BARROS, 2000).

Outros autores (ATTWOOD, 1992; MELO, 1999) demonstraram, em experimentos
com ratos, que o refluxo de conteldo gastroduodeno-esofagico € significativamente mais
deletério para a mucosa esofagica do que o refluxo gastro-esofagico, atuando isoladamente
como um carcinégeno esofagico, produzindo metaplasia intestinal (Eséfago de Barrett) e

adenocarcinoma de eséfago.

Em regibes de alto risco na China, os hébitos alimentares foram responsabilizados
pela maior incidéncia de céncer esofagico. Entre os principais fatores encontra-se o
consumo de vegetais em conservas ricas em nitrosaminas, de pao contaminado com fibras
de silica (GHADIRIAN, 1988) e o uso de substancias que liberam nitrosaminas volateis
durante o preparo dos alimentos (LIN, 2002). Este Ultimo autor detectou taxas
significativamente aumentadas de nitrosaminas nos alimentos com conseqiiente maior
consumo diario na dieta, bem como maiores niveis de excre¢do urinaria dessas substancias

em relacdo as populacbes das regides de baixo risco. Por outro lado, CHENG (1994)
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demonstrou que o acréscimo de substancias “protetoras” a dieta (retinol, riboflavina, zinco e

vitaminas C e E) produzia um efeito protetor em relacéo ao carcinoma esofagico.

Nas regides de alta prevaléncia do Ird, demonstrou-se que mais de 75% dos casos
de CEE tinham relacéo com o estilo de vida e habitos alimentares da populagdo. Fibras de
silica, poderosas agentes carcinogénicas, foram encontradas em pdes com sementes
mistas e na parede esoféagica de pacientes afetados, em regifes de maior freqiiéncia de
cancer de esbfago, como também descrito na China previamente (GHADIRIAN, 1988).
HEWER et al. (1978) implicaram o 6pio como provavel envolvido na génese do CEE no
nordeste do Ird e inspiraram a realiza¢do de diversos trabalhos, incluindo o presente estudo.
Os autores detectaram morfina na urina de 50% dos individuos com idade superior a 35
anos, indicando que a adicdo ao Opio é provavelmente muito comum na regido. A
confiabilidade dos relatos do uso préprio de 6pio nas populagdes de areas de alto risco foi
confirmada por ABNET et al. (2004), através de uma extensa coorte, comparando

questionarios com medidas urinérias de morfina.

Diferentes produtos do 6pio sdo utilizados no Ird. Entre 0os mais importantes estdo o
Opio bruto e o residuo do cachimbo de 6pio que é localmente chamado de sukhteh. Outro
gue possui importancia € um produto refinado, chamado shireh, obtido do 6pio bruto ou de
uma mistura do opio bruto e sukhteh, o qual, depois de fervido em agua, filtrado
(normalmente vérias vezes) e evaporado, torna-se uma substancia de consisténcia
emborrachada. O dpio bruto e o shireh sdo mascados e ingeridos ou fumados; o sukhteh é

mascado ou convertido em shireh (HEWER, 1978).
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2.2 NITROSAMINAS E OPIO NA CARCINOGENESE ESOFAGICA

Enquanto que evidéncias tém demonstrado a relagdo entre cancer de esdfago e
nitrosaminas em regides de alta incidéncia (PRESTON-MARTIN, 1989; FORMAN, 1989; LU,
1991; CHENG, 1992; WU, 1993; LIN, 2002), tem sido sugerida também a participacdo do
Opio (ou seu metabdlito, a morfina) neste processo (GHADIRIAN, 1985, 1988; KALANT,

1997).

As nitrosaminas podem ser formadas a partir de substancias comuns como as
aminas, mediante combinagdo dessas com nitritos, reacdo chamada de nitrosagdo. Essa
reacdo ocorre sob variadas condicdes de pH e temperatura de modo que as nitrosaminas
podem formar-se no solo, durante o armazenamento ou preparo de alimentos, ou
endogenamente, por acdo de bactérias ou de macréfagos ativados que catalisam a unido

entre aminas e nitritos ou reduzem nitratos a nitritos (BARTSCH, 1989).

As aminas podem ser encontradas em diversos alimentos e farmacos, ao passo que
nitratos e nitritos sdo encontrados naturalmente nos alimentos e na agua, além de fazerem
parte dos conservantes alimentares. Os seres humanos sdo expostos as nitrosaminas
predominantemente através da sintese natural no trato gastrointestinal. Além disso, o
consumo de tabaco, o uso de cosmeéticos e produtos farmacéuticos podem causar
exposicdo a nitrosaminas pré-formadas (PRESTON-MARTIN, 1989; BARTSCH, 1989;

FORMAN, 1989; LIJINSKY, 1992).

Evidéncias consistentes tém demonstrado a associacdo de diversos carcindgenos e
seus co-fatores com cancer esofagico. Os dados sao provenientes de estudos
observacionais na China (LU, 1991; CHENG, 1992; WU, 1993;) e Ira (GHADIRIAN, 1985;
1988), bem como de estudos experimentais em cobaias com nitrosaminas associadas ao

alcool (GIBEL, 1967; AZE, 1993), ao ch& preto (VELHO, 2003), a modelos de refluxo
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gastroesofagico (ATTWOOD, 1992; MELO, 1999) e a cafeina (SCHIRMER, 1999). Na
China, compostos nitrosos foram detectados em alimentos e na urina de moradores em
areas com alta incidéncia de cancer de esbdfago (LU, 1991; CHENG, 1992; WU, 1993; LIN,
2002). Além disso, a sintese natural dos compostos nitrosos parece ser maior que o normal
na populacédo destas areas de alto risco (BATSCH, 1989; WU, 1993). O O°-metilguanina, um
produto da reacao das nitrosaminas com DNA, foi detectado no DNA esofagico de pessoas
nessas areas de alta incidéncia (UMBENHAUER, 1985). Também estudos experimentais
com alcool tém mostrado evidéncias consistentes do envolvimento das nitrosaminas no
cancer esofégico e hepético. O alcool, o maior fator associado com cancer de esdfago em
seres humanos nos paises ocidentais e em alguns orientais (GHADIRIAN, 1988), mostrou
um aumento substancial da sua relagdo com o numero de tumores extra-hepaticos
produzidos pelas nitrosaminas em animais de laboratério, incluindo tumores do es6fago em
ratos (GIBEL, 1967; AZE, 1993). Este aumento no nimero de tumores seria, primariamente,
devido as mudangas que o alcool produz na farmacocinética das nitrosaminas (SWANN,
1984) e levou a hipétese de que o efeito do alcool na incidéncia do cancer humano, é o
resultado do seu efeito na farmacocinética das nitrosaminas a que o homem esté exposto
(BARTSCH, 1989; ANDERSON, 1995). RIBEIRO PINTO (1997), em experimentos com
duracédo de oito a dez dias, mostrou mudancas na farmacocinética e distribuicdo da DEN
induzida pela administracdo prévia de morfina a ratos. Estas mudancgas foram similares
aquelas produzidas pelo etanol. O estudo desse autor constitui a base metabdlica para a

influéncia da morfina na carcinogénese esofégica e hepética induzida pela DEN.

2.3 CARCINOGENESE ESOFAGICA E HEPATICA

Acredita-se que a carcinogénese esofégica siga os mesmos caminhos identificados
em outros érgdos com epitélio escamoso em relacdo ao comportamento dos agentes

guimicos carcinogénicos. Quando as nitrosaminas ou outros agentes quimicos
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carcinogénicos séo ingeridos com a dieta, esses sofrem transformacéo enzimatica e
convertem-se em carcindgenos ativos. Para tornarem-se ativas, as nitrosaminas exigem
transformacéo metabdlica in vivo para, entdo, exercerem seus efeitos carcinogénicos, o que
explica o porqué das nitrosaminas produzirem tumores em tecidos distantes do local de sua
administragao (LEAF, 1989). O ponto critico requerido para a ativacdo da DEN é sua
hidroxilagdo, comumente ocorrida através do sistema de enzimas do citocromo P450 que
sdo enzimas presentes no reticulo endoplasmatico e mitocéndria celulares (GUENGERICH,
1995). Secundariamente, esta hidroxilagdo pode ocorrer com mediacdo de outros sistemas
enzimaticos ainda pouco conhecidos (ARCHER, 1989). Desta forma, é produzido um agente
alquilante, que interage e induz mutacdes do DNA por alquilagdo (LIJINSKI, 1992; RIBEIRO
PINTO, 1997), alterando o controle do crescimento tecidual e promovendo o
desenvolvimento de carcinomas (MONTESANO, 1996). A reacdo da DEN ativada com o
DNA e RNA celulares acontece imediatamente ap0s sua ativacéo pelos citocromos P450 ou
outros sistemas enziméaticos. Por essa raz&o, torna-se importante o fato de estas enzimas
encontrarem-se em sua maior parte no figado, mas também em outros 6érgaos, entre eles o

esofago (MAGEE, 1989; YOO, 1990; LIJINSKI, 1992).

O alcool pode estimular a replicagao de células displasicas na mucosa esofagica por
competir com as nitrosaminas pelo metabolismo hepatico, favorecendo, assim, uma maior
biodisponibilidade tecidual e ativacdo dos carcindgenos pelo sistema P450 da célula epitelial
esofagica (RUSSO, 1996). Na auséncia do alcool, a ativacdo das nitrosaminas, e
conseqiiente replicagdo de células neoplasicas, aconteceria principalmente em nivel
hepatico. Foi demonstrado que o efeito farmacocinético da morfina € semelhante em
experimentos de curta duracdo — 8 a 10 dias — em nivel biomolecular (RIBEIRO PINTO,

1997).
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2.4 NITROSAMINAS

Os compostos N-nitrosos costumam apresentar uma organoespecificidade bem
definida, alterando a bioquimica e a genética celular do DNA de maneira a impedir a
reparacéo e replicagdo celular corretas. A partir dessas alteracdes celulares, surgem as
lesdes pré-malignas e, mais tarde, os carcinomas (MONTESANO, 1996). Vérios tumores
tém sido induzidos na maioria dos 6rgaos de roedores e outros animais pela administracao
dos varios tipos destes compostos e pelas mais variadas vias (BAKER, 1974; REUBER,

1975, 1977; RUBIO, 1983; MANDARD, 1984; LIJINSKY, 1992; KRUEL, 1992).

O Unico carcinégeno conhecido capaz de promover cancer de eséfago em animais €
a N-nitrosamina. Neste grupo, a DEN é uma das substancias com maior potencial de
produzir cancer no esbdfago e figado de ratos e camundongos (LIJINSKY, 1992; RIBEIRO
PINTO, 1997; GURSKY, 1997). E um carcinégeno completo, o que significa que pode
causar cancer sem a necessidade de estimulacdo adicional por outros agentes quimicos
(MAGEE, 1989). Além disso, induz e promove neoplasias do tipo epitelial em vérias
espécies de animais, acometendo o sistema respiratério, digestivo alto, figado e rins

(LIJINSKY, 1992; YANG, 2004).

A DEN possui peso molecular 102,1, é constituida de um radical nitroso ligado a
guatro atomos de carbono e dez de hidrogénio—C4;H;oN,O e é estavel em pH neutro

(LIJINSKY, 1992).
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2.5 MORFINA

2.5.1 Histéria

Capitulos a parte sdo os inumeros marcos do Opio e da morfina na historia da
humanidade. Grande influéncia foi exercida sobre as atitudes dos povos, provocando adi¢do
coletiva, correntes comerciais e até mesmo guerras. Paralelamente, o uso com fins
medicinais sempre foi de grande importancia. DUARTE et al. (2005) publicaram interessante

revisdo historica, da qual trechos séo transcritos a seguir:

“O conhecimento do 6pio remonta a pré-histéria. A evidéncia mais antiga do cultivo
da papoula data de 5.000 anos atrads, num ideograma do povo Sumério descrevendo-a
como a ‘planta da alegria’. O Papiro de Ebers (1552 a.C.) refere-se ao épio como uma
substancia empregada com eficiéncia para a sedagéo de criangas. Era assim que a Deusa
[sis sedava seu filho Horus. Consta que Deméter, divindade grega do século VIl a.C.,
conhecia as propriedades sedativas e hipnéticas do 6pio, pois, desesperada com o estupro
de sua filha Perséfone, ingeriu essa substancia para dormir e, assim, esquecer 0 seu

sofrimento.

Hipdcrates, considerado o pai da medicina, prescrevia o 'meconio’ (provavelmente
um suco de papoula) como purgativo, narcético e para a cura da leucorréia. Naquela época,

as propriedades analgésicas do 6pio eram provavelmente desconhecidas.

No ano 80 da nossa era, Dioscérides descreveu um xarope obtido da papoula que
denominou Dia-kodium, e concluiu que o extrato da planta € menos ativo do que o suco

extraido da cépsula.
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O opio € uma denominagdo de origem grega que significa suco e teve grande
importancia na civilizacdo romana. Galeno, a expressdo maxima da medicina romana, foi
um entusiasta das virtudes do 6pio no século Il d.C., porém percebeu os riscos do uso
exagerado do 6pio através do caso do Imperador Antonino, de quem era médico, e que, ao
gue tudo indica, foi vitima de dependéncia da droga. Dados sugerem que, a partir dos

romanos, a propriedade analgésica do 6pio passou a ser reconhecida.

No periodo de ouro da Civilizagdo Islamica, por volta do século IX, os arabes
dominaram o comércio no Oceano indico e introduziram o 6épio na india e na China. Durante

cerca de mil anos os chineses empregaram o 6pio basicamente para o controle da diarréia.

Em 1700, John Jones, um médico londrino, publicou um livro denominado Mysteries
of Opium Reveal'd, constituindo-se provavelmente na primeira publicacdo especifica sobre

opio. No livro, o autor alertava para os riscos do emprego excessivo dessa droga.

O fato mais importante do inicio do século XIX foi a descoberta da morfina, obtida por
Friedrich Sertirner, um assistente de farmacéutico alemao, que trabalhou no isolamento de
principios ativos do 6pio. Ele identificou uma substancia cristalina, insolivel em agua, que
denominou Principium somniferum por se mostrar farmacologicamente ativa. O proprio
Sertlirner substituiu essa denominacao por morphium em homenagem ao Deus grego do
sono, Morpheus. Gay Lussac, em publicacdo numa revista francesa, onde traduziu os
trabalhos de Sertlirner, propds a substituicdo de morphium por morfina, denominagéo que
ficou consagrada. Alguns anos depois, Sertlrner resolveu realizar uma auto-experiéncia
com morfina. Baseado nos sintomas que se sucederam, escreveu: 'Considero meu dever
chamar a atencdo para os efeitos terriveis dessa nova substancia a fim de que uma
calamidade possa ser evitada'. Dessa forma, a morfina, primeiro alcaldide extraido do épio,

teve os seus riscos proclamados pelo seu préprio descobridor.

A crenca de que o 6pio ndo acarretava prejuizo individual ou coletivo comecou a ruir

em 1830, e, em 1860, essa droga se tornou problema médico e social em fungao dos altos
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indices de mortalidade. Segundo esses dados, um terco de todos os envenenamentos fatais
foram devidos a casos de sobredose de 6pio, quer tomado como fonte de prazer, quer com
intengdes suicidas. DeQuincey, nascido em 1785, segundo seu proprio depoimento, tomou
Opio pela primeira vez em 1804, quando estudante em Oxford, por recomendac¢ao de um
colega, para o controle de uma dor de dente. Assim ele descreveu suas primeiras
sensacdes: ‘Dentro de uma hora, oh céus! Que extraordinaria mudanga! Que ressurgimento
das mais inatingiveis profundezas do espirito! O fato de as minhas dores terem
desaparecido pareceu-me entdo uma insignificAncia. Aqui estava a panacéia para todo e
qgualquer sofrimento humano; aqui estava o segredo da felicidade.” Em 1821, ele escreveu
uma autobiografia intitulada Confessions of an English Opium Eater que causou um grande

impacto na opinido publica.

A chamada Guerra do Opio, ocorrida na primeira metade do século XIX, motivou a
conscientizagao dos problemas gerados pelo abuso dessa droga. O habito de fumar 6pio foi
introduzido na China no século XVII. Contudo, somente na segunda metade do século XVIII
a importacdo do opio pela China foi expandida inicialmente pelos portugueses, depois pelos
franceses e ingleses, quando a quantidade importada por esse pais foi estimada em 10.000
toneladas. Obviamente, o habito de fumar 6pio foi estimulado de forma inescrupulosa pelos
interessados hum comeércio tdo compensador. Era natural, no entanto, que o governo chinés
se preocupasse com os efeitos resultantes dessa importacdo exagerada, fato que culminou
com o edito publicado em 1800, o qual proibia a importagdo de 6pio. Em consequéncia, foi
destruido um depésito de 6pio pertencente & Companhia das indias Ocidentais. Esse ato
precipitou a ‘Guerra do Opio’ entre a Inglaterra e a China, sendo esta dltima derrotada. Com
a celebragdo do Tratado de Nanquin, Hong-Kong foi cedida a Inglaterra e alguns portos
foram abertos ao comércio europeu e norte-americano. Em 1858, ainda como consequéncia
do Tratado de Nanquin, o comércio do épio foi legalmente admitido. O incentivo ao uso do
6pio na China por parte do governo inglés provocou reacdes na propria Inglaterra, onde foi

criada a Society for the Suppresion of Opium Trade, sob a Presidéncia do Conde
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Shaftesbury. Essa sociedade promoveu varias reunifes com o objetivo de protestar contra o

incentivo ao perigoso habito de fumar épio.”

A morfina passou a ser utilizada na medicina de forma controlada, constituindo-se
num potente analgésico opioide, largamente usado no tratamento da dor aguda e cronica

severas até os dias atuais (CHRISTRUP, 1997).

2.5.2 Propriedades bioquimicas da morfina

A morfina é um alcal6ide presente de forma natural no 6pio, extraido da papoula,
nome popular do Papaver somniferum. A papoula provavelmente evoluiu de uma espécie
silvestre nativa da Asia Menor, uma planta que alcanca entre um e um metro e meio de
altura, e apresenta facil cultivo (CHRISTRUP, 1997). O processo de obtencao do 6pio nao
sofreu grandes variacdes no decorrer dos séculos: inicia-se duas semanas apés a queda
das folhas, quando as capsulas que contém as sementes endurecem. Ao anoitecer, a
capsula é escarificada com incisdes rasas permitindo fluir o latex. Deixa-se, entdo, que ele
se adense, gracas a evaporagao, na propria superficie da capsula. Dai resulta uma goma
marrom que é removida na manhd seguinte com um instrumento de ferro com a forma de
uma pa de pedreiro pequena. Essa goma pode, entdo, ser transformada em pd, o épio

bruto, do qual pode-se extrair seus subprodutos (DUARTE, 2005).

Extrai-se cerca de um kilograma de morfina de cada dez kilogramas de 6pio. Um
quarto do peso do p6 de 6pio é constituido por, pelo menos, 25 alcaldides que foram
classificados em dois grupos distintos. O grupo mais importante € representado pelos
derivados do fenantreno que exercem suas ac¢des, primariamente, sobre o Sistema Nervoso

Central. A morfina, protétipo desse grupo, representa 10% dos alcaléides do 6pio. A codeina

foi isolada por Robiquet, em 1832, e representa 0,5% dos alcaldides do épio. O segundo
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grupo exerce basicamente agdo espasmolitica, e tem como principal representante a

papaverina que representa 1% dos alcal6ides do 6pio (CHRISTRUP, 1997).

A formula quimica da morfina foi proposta por Gulland & Robinson em 1923 e
confirmada por Schopf em 1927, embora sua sintese quimica tenha sido completada

somente em 1952 por Gates & Tschudi (CHRISTRUP, 1997).

A morfina é soltvel em agua e pouco lipossolivel. Quando administrada por via oral
€ quase completamente absorvida no trato gastrointestinal. Entretanto, devido ao extenso
metabolismo hepatico de primeira passagem, a biodisponibilidade sistémica € baixa e
variavel (19-47%) (REISINE, 1996; CHRISTRUP, 1997). O passo metabdlico predominante
da morfina no homem ¢é a glicuronidacdo, e o figado é o sitio principal para a
biotransformacéo, principalmente as custas do citocromo P450 (RANE, 1995; RIBEIRO
PINTO, 1997). Esta biotransformacéo também acontece em muito menor extensdo nos rins
e cérebro. Em torno de 90% é convertida em metabdlitos, principalmente a morfina-3-
glicuronideo (M3G) (45-55%) e morfina-6-glicuronideo (M6G) (10-15%) e o restante em
metabdlitos menores, entre os quais a normorfina e a codeina. A M6G é encontrada no
sangue aproximadamente 30 minutos apdés administracdo oral, numa razdo de 9:1 em
relacdo a morfina, e possui atividade analgésica equivalente, ou até quatro vezes mais
potente, que a morfina. A M3G nao possui qualquer atividade analgésica (CHRISTRUP,
1997). A morfina encontra-se em baixas concentracdes teciduais apdés 24 horas da ultima
dose e 90% da sua excrecao renal acontece durante o primeiro dia, principalmente na forma

M3G (OSBORNE, 1997).

2.6 HISTOPATOLOGIA DO CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO

As displasias sdo descritas como o resultado da proliferagédo de células com fenétipo

morfologicamente anormal que apresentam irregularidade nuclear e perda da polaridade em
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graus diversos. Caracterizam o mais adiantado grau do estado precursor e estdo presentes
em estudos experimentais e em zonas de alto risco, sdo multifocais e podem ser
confundidas com esofagite a endoscopia. O carcinoma in situ, para alguns, é a mais

avancada forma de displasia (SAEKI, 2002; VELHO, 2003).

Um dos critérios mais empregados para o diagnostico histolégico de displasia
escamosa do esOfago € a Classificagdo Histologica Internacional dos Tumores da
Organizacdao Mundial de Saude (OMS) (WATANABE, 1990). De acordo com essa
classificacdo, as alteragBes nucleares mais caracteristicas sdo o aumento de volume, o
pleiomorfismo (com mitoses frequentes) e a hipercromatose. A displasia leve ou de baixo
grau é uma lesdo intra-epitelial onde ha perda parcial da polaridade celular e a imaturidade
esta restrita a metade inferior do epitélio. Quando estas modificacdes ultrapassam a metade
da espessura do epitélio temos a displasia moderada e quando esta presente em mais de
trés quartos das camadas do epitélio a displasia é dita grave, ambas, displasia moderada e
displasia grave, sdo chamadas displasias de alto grau. Quando as células imaturas
preenchem toda a espessura do epitélio, sem ultrapassa-lo, tem-se o carcinoma in situ que,
para muitos, € também uma displasia grave. Quando as células pavimentosas neoplasicas

ultrapassam a membrana basal tem-se o carcinoma epidermoide invasor (DAWSEY, 1994).

E importante ressaltar que esses critérios sdo bastante subjetivos, de modo que a
identificacdo de uma lesdo displasica do esdfago em paises do Ocidente difere
consideravelmente no Japao (SAEKI, 2002). Essas diferencas podem significar modificacéo
relevante na incidéncia de displasias quando de estudos populacionais em zonas de alto
risco, como € o caso dos estudos de DAWSEY (1994) em relacdo aos de CRESPI (1984) e

de QIU (1988), todos na provincia chinesa de Linxian.

Displasias diagnosticadas como de alto grau pela classificagdo ocidental, por
exemplo, séo invariavelmente consideradas carcinoma pela classificacdo japonesa

(BOSMAN, 2001). Para superar estas diferengas foram introduzidas outras classificagcdes
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(Padova, Viena e Viena revisada), as quais possibilitam uma maior uniformidade de
resultados (SCHLEMPER, 2001). De qualquer forma, esta diferenca na terminologia ndo
significa que uma esteja mais certa do que a outra, mas apenas que sdo diferentes

(RIDDELL, 1998).

Em um acompanhamento endoscoOpico de 682 pacientes durante 3,5 anos, em
Linxian, uma das regifes de maior incidéncia no mundo, verificou-se que as Unicas lesdes
gue estiveram associadas a maior risco de cancer de es6fago foram as displasias moderada

e grave e 0 carcinoma in situ, sem distin¢gdo entre as duas ultimas (DAWSEY, 1994).

Apesar destas consideracBes e evidéncias, ainda ndo se pode dizer que esteja
completamente elucidado o significado bioldgico das displasias do eséfago (SAEKI, 2002;

VELHO, 2003).

2.7 HISTOPATOLOGIA DO CARCINOMA HEPATOCELULAR

As lesdes hepatocelulares especificas em ratos foram descritas e classificadas em
Workshop realizado previamente por BANNASCH et al. (1975). Areas de alteraces
celulares (focos de células claras) e nddulos neoplasicos foram considerados como lesdes

com maior probabilidade de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

As éareas de alteracdo celular apresentam-se com alteracdes do citoplasma dos
hepatdcitos. Existe uma ébvia destruicdo da arquitetura hepética, e as areas de células
afetadas mostram-se sem limitagéo evidente com o tecido hepético circunjacente. As células
afetadas podem ser maiores ou menores que 0s hepatocitos normais, e alguns nicleos
podem estar hipertrofiados as custas de vesiculas ou hipercromaticos e ter grandes
nucléolos. Considerou-se estas alteragfes como sendo citologicamente similares as dos

nédulos neoplasicos (BANNASCH, 1975).
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Os nodulos neopléasicos apresentam, como diferencial das areas de alteragéo celular,
a limitacédo evidente do nédulo com o tecido hepatico circunjacente. A limitacédo é secundaria
a compressao exercida pelo nddulo sobre os sinus6ides normais na periferia que se tornam
estreitados, e os hepatdcitos “esmagados” auxiliam na definicdo da limitacdo nodular. Os
nédulos neoplasicos séo lesbes proliferativas, sabidamente induzidas por carcinégenos, e
possuem uma probabilidade aumentada de desenvolvimento do carcinoma hepatocelular.
Embora eles possam ocorrer nos animais controles, a incidéncia € tdo baixa quanto a

ocorréncia natural de carcinoma hepatocelular (BANNASCH, 1975).

O diagnéstico de carcinoma hepatocelular € baseado nas caracteristicas
histopatolégicas bem documentadas na literatura. As lesdes s&o, em geral,
consideravelmente maiores e mais irregulares que os nédulos neoplasicos e tém aspecto
mais palido do que o tecido hepatico normal. Podem envolver por¢cdes maiores dos lobos
hepaéticos, além de apresentarem grande tendéncia de invasdo vascular. Na periferia, eles
comprimem ou invadem o parénquima circunjacente. As células tumorais sdo de aparéncia
pleomoérfica, com numerosas células anaplasicas gigantes e também células pequenas e
completamente indiferenciadas. Nos graus mais avangados, os nucleos sao grandes e

pleomérficos e o nucléolo € proeminente. Podem estar presentes mitoses atipicas.

(BANNASCH, 1975; HYTIROGLOU, 1998; LAWERS, 2002).

Os autores concluiram no Workshop que células hapaticas tumorais benignas, isto &,
sem potencial de comportamento maligno, ndo podem ser reconhecidas em ratos. Exemplo
deste tipo de lesdo é o adenoma. Além disto, as areas de alteracdo celular, como os focos
de células claras, tém probabilidade importante de transformagédo em nddulos neoplasicos
que, por sua vez, tem potencial de degeneragdo para carcinoma hepatocelular
(BANNASCH, 1975). RABES et al. (1970) observaram que focos ou areas de células claras
séo causadas por diminuicdo das atividades enzimaticas da glicose-6-fosfato e adenosina
trifosfato precocemente e se constitui hum achado constante também no carcinoma

hepatocelular bem estabelecido. Desta forma, assumiu-se que as células destas &reas
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deficientes eram precursoras de carcinoma hepatocelular. Por estas razdes, todas as lesées

descritas foram incluidas no diagndstico de malignidade no presente estudo.

2.8 INDICE TUMORAL ESOFAGICO

O indice Tumoral esofagico (IT) foi descrito por Rubio et al. em 1987 e utilizado por
Varios autores na avaliagdo da incidéncia tumoral em estudos experimentais (KRUEL, 1996;
GURSKY, 1999; SCHIRMER, 1999; DILLENBURG, 2000; VELHO, 2003). E obtido apds a
contagem do numero de tumores e medicdo do comprimento do 6rgdo; é calculado da

seguinte forma: nimero de lesbes / tamanho do esdfago (cm).



3 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da morfina sobre a carcinogénese esofagica e hepatica induzida pela

ingestao de dietilnitrosamina.



4 MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental foi avaliado e aprovado pela Comissédo Cientifica e
Comisséo de Pesquisa e Etica em Saide do GPPG-HCPA (Grupo de Pesquisa e Pds-

Graduacéo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

4.1 ANIMAIS E AMBIENTE DE EXPERIMENTAGAO

Foram utilizadas ratas da espécie Rattus norvegicus, da cepa Wistar, fornecidas pelo
Biotério da Fundacéo Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul
(FEPPS), com idade inicial em torno de dois meses e peso médio de 205 g no inicio do

experimento.

Todos os animais foram mantidos por periodos diarios de 12 horas de luz, sob fluxo
continuo de ar e submetidos a temperaturas que variaram de 13°C a 27,5°C. Foram
divididos em grupos de quatro animais e mantidos dentro de gaiolas plasticas com grade
metalica servindo de tampa e fundo forrado com serragem. As gaiolas foram higienizadas

em dias alternados.
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4.2 ALIMENTAGAO E SUBSTANCIAS EM ESTUDO

Todos os animais foram alimentados desde o nascimento até os 21 dias de vida com
aleitamento materno. Apds esse periodo, receberam ragao para roedores ad libitum (Anexo
A) que foi reposta a cada dois dias e trocada uma vez por semana. A agua de beber veio da
rede de abastecimento de Porto Alegre (DMAE) e foi utilizada para as diluicdes de todas as

solugdes.

O carcindgeno dietilnitrosamina (DEN) utilizado foi proveniente da Sigma Chemicals
CO (St.Louis, USA) com as seguintes caracteristicas: DEN - Sigma Quimica — N-0756,
frasco de 25 ml, densidade — 0,95 g/ml, peso molecular - 102,1 e férmula quimica - C4H18-
N20. O sulfato de morfina foi fabricado por Cristélia, Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda. (Itapira, Sdo Paulo, Brasil), disponibilizado em frascos-ampolas de 1 ml, contendo 10
mg de sulfato de morfina DCB 0856.03-7 por ml de solucéo e foi utilizado sob permissédo da

Vigilancia Sanitéria da Prefeitura Municipal de Porto Alegre.

As solugbes finais foram renovadas semanalmente, sendo preparadas as quintas-
feiras. Foram acondicionadas em recipientes plasticos e guardadas na geladeira a 4 °C,

protegidas da luz, até que fossem oferecidas aos animais.

Todas as solugdes foram preparadas pelo mesmo bioquimico em laboratério de
andlises toxicolégicas (Pré6-Ambiente — Analises Quimicas e Toxicolégicas Ltda.), sob a

supervisdo de um quimico toxicologista.

As solugdes que continham sulfato de morfina foram oferecidas aos animais em
frascos pretos que bloqueavam a agdo da luz sobre a substancia. Nos dias das trocas das
solugdes, foi medido o volume ingerido pelos animais de cada gaiola e o restante foi

desprezado.
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4.3 EXPERIMENTO

O delineamento consistiu de um experimento comparativo de mdaltiplos grupos, no
qual foi induzida es6fago e hepatocarcinogénese. O periodo de exposi¢do as substancias foi

de 23 semanas ou 161 dias.

As 176 ratas foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos com 44 animais em

cada, assim constituidos:

Morf: recebeu solucdo aquosa de sulfato de morfina;

Den: recebeu solugdo aquosa de DEN;

Den+morf: recebeu solucdo aquosa de DEN e morfina, diluidas simultaneamente;

Den/morf: recebeu solugdo aquosa de sulfato de morfina, sendo substituida por

solugdo aquosa de DEN nos dias subsequentes.

A solucdo de sulfato de morfina foi ingerida durante quatro dias no Den/morf e
durante trés dias por semana nos grupos Morf e Den+morf. Ja a DEN foi ingerida durante
trés dias por semana nos grupos Den, Den+morf e Den/morf. A dose de 5mg/kg/dia foi a

utilizada tanto para o sulfato de morfina quanto para a DEN.

Todas as trocas ou renovacbes de solucdes ocorreram as segundas, quartas e
sextas-feiras entre as 11 e 12 horas (Quadro 1). O volume de liquido desprezado a cada vez

foi registrado e utilizado para controle da quantidade de substancia ingerida por gaiola.

Os animais foram pesados no inicio do estudo, aos trés meses e imediatamente

antes da eutanasia, o que resultou em trés tomadas de peso ao longo do trabalho.
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Quadro 1 — Cronograma da administracao de liquidos

GRUPO SEGUNDA-FEIRA QUARTA-FEIRA SEXTA-FEIRA
Mort Colooar sgua. Renovar agua | cooatnoring
Den+morf Retirgtrnl?asal\lr ;grﬂgrﬁna Renovar agua Coloclaj?til;g\légI l#1?orfina
Den/morf Retirar DEN Renovar morfina Retirar morfina
Colocar morfina Colocar DEN

4.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS E RESSECCAO DOS ESPECIMENS

A eutandsia dos animais ocorreu apdés 23 semanas ou 161 dias do inicio do

experimento em todos os grupos pela inalagdo de éter etilico em campanula plastica

fechada. Apds a morte, o roedor foi pesado em balanga eletrénica de preciséo e fixado pelos

qguatro membros, com alfinetes, em uma pequena mesa cirlrgica de isopor.

A abertura da pele foi feita por uma inciso mediana, suprapubica, que se estendia a

regido submentoniana; apos seu descolamento, a pele também foi fixada lateralmente a

mesa por alfinetes.

A abertura do peritnio, inicialmente sobre a linha média, foi feita no sentido cranial

até o xiféide, acompanhando, a partir dai, os rebordos costais, bilateralmente, em dire¢do

aos hipocondrios, de forma a expor amplamente a cavidade abdominal.
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Os gradeados costais foram seccionados em sua base, lateralmente, no sentido
cranial, afunilando em direcdo ao manubrio, enquanto o diafragma foi seccionado
transversalmente, de um lado ao outro, até a resseccdo completa do plastrao

condroesternal, com intuito de expor amplamente a cavidade toracica e a regido cervical.

O estbmago foi tracionado suavemente, permitindo identificar o esbdfago inferior. O
figado foi liberado de sobre a transi¢cdo esofagogastrica e o es6fago progressivamente
liberado no sentido ascendente. As visceras toracicas foram liberadas em bloco,
anteriormente, incluindo a traquéia toracica, de modo a permitir a liberacdo do es6fago até a

transigao cérvico-toracica.

O estdmago foi, entdo, separado, por dissec¢do romba, de seus ligamentos laxos, do
baco e do péancreas, expondo o piloro, que foi, em seguida, seccionado. Liberados o
estdmago e as porgbes abdominal e toracica do esbéfago, o segmento cervical desse foi
individualizado pela tragcdo anterior da traquéia, mantido o conjunto es6fago-gastrico sob
tensao, até que esdfago e traquéia se tornassem indistinguiveis (hipofaringe). Nesse ponto,

sob tracdo vigorosa, o es6fago foi seccionado o mais proximal possivel (Figura 1).

Figura 1 — Esb6fago cérvico-téraco-abdominal e estdbmago
dissecados com sec¢do em nivel cervical
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Seguiu-se com a resseccao do figado, através da secgdo dos ligamentos redondo e

falciforme, da veia cava em sua porgao supra-hepatica e do pediculo hepético.

Os corpos dos animais foram acomodados em sacos plasticos, vedados ao final dos

procedimentos de eutanasia e destinados de acordo com as normas do biotério da FEPPS.

4.5 PREPARO E CONSERVACAO DO ESOFAGO E FIGADO

Depois de isolado o bloco de eséfago e estdbmago, o esdfago foi, entdo, acomodado
sobre uma lamina de isopor e seccionado do estdbmago distalmente a juncéo
esofagogastrica. Foi introduzida na luz da extremidade distal do es6fago uma das hastes de
uma tesoura de microdissecc¢édo, de ponta fina, servindo como guia e promovendo a secgao
e abertura longitudinal anterior do eséfago em toda a sua extensdo. Foram fixadas com

alfinetes as extremidades do es6fago, deixando toda a mucosa a mostra.

Depois de realizada a mensuragdo com auxilio de um paquimetro, os dados obtidos
foram registrados nas planilhas de controle (Anexo B.1). O esbfago foi acondicionado em
um frasco plastico contendo solugéo de formalina tamponada a 10%, identificado por uma
etiqueta auto-adesiva de papel, onde constava uma senha formada pelo grupo e namero

correspondentes ao animal, nessa ordem.

O conjunto formado pela peca, alfinetes, |amina de papel e lamina de isopor foi
colocado no interior dos frascos de maneira que o es6fago ficasse voltado para a superficie

liquida.

Os espécimens hepaticos foram igualmente acondicionados em um frasco plastico
contendo solucéo de formalina tamponada a 10% e identificados de maneira idéntica aos

esofagos.
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4.6 ANALISE MACROSCOPICA

Esdfaqo

Trés dias apds a eutanasia dos animais, utilizou-se um microscépio estereoscépico
para obter-se um aumento de dez vezes na analise das pecas. Estas foram avaliadas apos
coloracdo com azul de toluidina, retornando, posteriormente, ao recipiente original (Figuras 2
e 3), os quais foram encaminhados para processamento no laboratério e posterior andlise

da microscopia.

A contagem dos tumores foi feita por um Unico examinador, a quem foi destinado o
material de forma aleatdria, sem que este conhecesse qual o grupo de origem da pega em

exame.

Célculo do indice Tumoral: arbitrou-se previamente que seriam considerados
tumores para fins desse estudo, todas as massas tumorais esofagicas = 1 milimetro
lineares. Apds a contagem do nimero de lesdes presentes no esdfago, obteve-se o indice
Tumoral de RUBIO (1987, 1993): nimero de lesdes/comprimento do esbdfago (cm) (Anexo

B.1).

Figura 2 — Lesdes vegetantes multiplas - setas (impregnado
com azul de toluidina)
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Figura 3 — Lesdes vegetantes multiplas, aumento de 8 vezes -
setas (impregnado com azul de toluidina)

Figado

Os espécimens hepéaticos foram pesados, anotadas as caracteristicas
macroscopicas em relacdo a presencga, quantidade, localizagdo e tamanho dos tumores no
protocolo especifico (Anexo B.2). Foram feitos cortes paralelos em todos os lobos hepaticos,
distando em 1 milimetro entre cada um e escolhidos os fragmentos que representavam
amostra do tumor macroscépico. No caso de ndo haver altera¢des tumorais, padronizou-se
a coleta de cortes de maior extensdo dos lobos A, B e C (Figuras 4 e 5). Portanto, foram
encaminhadas trés amostras de cada figado para o processamento no laboratério e

posterior andlise microscopica.
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Figura 4 - Anatomia hepatica do rato (modificado de HARTMANN,
1981): a — lobo medial; b - lobo esquerdo; ¢ — lobo direito lateral;
d — processo caudado e processo papilar (posteriores)

Figura 5 - Tumores macroscopicos nos
segmentos A e B de figado de animal
do grupo Den
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4.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As analises histopatologicas foram acompanhadas e as anotagBes protocolares
realizadas pessoalmente pelo autor. Quando estavam presentes lesfes de diferentes graus

num mesmo espécimen, foi considerada sempre a de maior gravidade.

Eséfago

O processamento ocorreu apos o esdfago ser enrolado sobre si mesmo a partir de
uma das extremidades (tipo “rocambole”), com vistas a gerar cortes histolégicos que
atingissem um perfil longitudinal da viscera (Figura 6). Apés, os cortes foram corados pela
técnica de hematoxilina-eosina (HE). Foram, entdo, analisados em microscépio optico
comum para identificagdo de alterag6es histopatoldgicas por dois patologistas, aos quais foi
designado o material de forma aleatéria, sem que estes conhecessem o grupo de origem da
peca em exame. Quando houve discordancia entre eles, foi feita nova analise simultanea,

até que se atingisse um consenso.

Figura 6 - Espécimen esofagico enrolado sobre si mesmo,
tipo “rocambole”
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Os achados foram classificados como (RUBIO, 1983): 1) histologia normal; 2)
hiperplasia; 3) esofagite; 4) papiloma; 5) displasia de baixo grau; 6) displasia de alto grau
(incluidos aqui os casos de carcinoma in situ); 7) carcinoma invasor: da mucosa, da

muscular da mucosa e da submucosa. (Anexo B.1) (Figuras 7 a 10)

Foram consideradas neoplasias malignas a displasia de alto grau e o carcinoma

invasor, sendo denominadas de lesdes neoplasicas esofagicas ou CA esofagico.

Figura 7 - HE 200x, histologia esofdgica normal em animal do grupo Morf

Figura 8 - HE 200x, displasia de baixo grau em es6fago de animal do grupo Den/morf
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Figura 9 - HE 200x, displasia de alto grau em es6fago de animal do grupo Den+morf

Figura 10 - HE 200x, carcinoma epidermoide invasor da muscular da mucosa em
esb6fago de animal do grupo Den+morf
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Figado

Durante o processamento, os cortes hepaticos foram corados pela técnica de
hematoxicilina-eosina e analisados em microscopio 6ptico comum por um patologista
especialista em doencas hepéticas, ao qual ndo foi informado a que grupo pertencia cada

espécimen.

Os achados foram classificados como (BANNASCH, 1975): 1) histologia normal, 2)
focos de células claras, 3) nédulos neoplésicos, 4) carcinoma hepatocelular (Anexo B.2)

(Figuras 11 a 14).

Foram consideradas neoplasias malignas os focos de células claras, os nddulos
neoplasicos e o carcinoma hepatocelular, sendo denominados de lesbes neoplasicas

hepaticas ou CA hepético.

Figura 11 - HE 100x, histologia hepéatica normal em animal do grupo Morf
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Figura 12 - HE 40x, foco de células claras em figado de animal do grupo Den

Figura 13 - HE 100x, carcinoma hepatocelular em animal do grupo Den
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Figura 14 - HE 400x, carcinoma hepatocelular em animal do grupo Den; presenc¢a de
mitose atipica (seta)

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para o célculo do tamanho da amostra, foram levadas em consideracdo as seguintes
incidéncias estimadas de neoplasia esofagica por grupo: morf: 0; den: 30%; den+morf e
den/morf: 60 a 65%. O nimero de animais para a = 5% e poder de 80%, foi de 44 para

cada grupo.

Para as varidveis quantitativas, foram calculadas medidas descritivas incluindo a
média e o desvio padrdo. A comparacdo dos grupos foi feita através da ANOVA com um

critério de classificagdo e localizacédo das diferengas através do teste de Tukey.

Para todas as varidaveis categoricas, foi realizada descricdo com freqiiéncia e
percentual. Grupos foram comparados por qui-quadrado com as diferencas localizadas entre
0s grupos pelo procedimento de post-hoc proposto por Zar. O nivel de significancia adotado
no estudo foi de a = 0,05. Os dados foram processados e analisados com o auxilio dos

programas Excel 2000 e SPSS verséo 12.0.
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Nao foram observadas alteracdes de conduta dos ratos secundarias a ingestédo de

sulfato de morfina.

Do total de 176 ratos fémeas, houve duas mortes ndo programadas durante o
experimento, ambas precoces (aos 31 e 74 dias de experimento). N&do foi possivel a
realizagcdo de necropsia devido ao elevado grau de decomposi¢do dos animais no momento

em gue foram encontrados. Ambas as mortes ocorreram dentro do grupo Den.

Houve impossibilidade de realizacdo de exame histopatolégico em 13 espécimens
esofagicos: 2 devido as mortes ndo programadas e 11 por extravio acidental das pecas
durante o periodo de estocagem. Quatro foram as perdas no grupo Morf, 6 no grupo Den (2
por mortes ndo programadas e 4 por extravio), 2 no Den+morf e 1 no Den/morf. N&o foi
realizado exame histopatolégico em 3 espécimens hepaticos: 2 devido as mortes nao
programadas (ambas em Den) e 1 por inadequagdo do material para andlise (em

Den/morf).

Portanto, 163 es6fagos e 173 figados foram submetidos ao exame histolégico.
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5.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A morfina ingerida de forma isolada (Morf) ndo induziu carcinogénese significativa

em nenhum dos 6rgéos analisados (Tabela 1).

A incidéncia de lesbes pré-malignas e malignas esofagicas (displasias de alto grau,
carcinomas in situ e epidermoides invasores) foi maior no grupo Den (71,1%) em relagdo a
todos os demais grupos (p<0,001). Esta incidéncia foi similar entre os dois grupos que

ingeriram DEN e morfina (Den+morf 50% e Den/morf 55,8%) (Tabela 1).

A incidéncia de lesdes pré-malignas e malignas hepéticas (focos de células claras,
ndédulos displasicos e carcinomas hepatocelulares) foi menor no grupo que ingeriu DEN e
morfina simultaneamente numa mesma solugdo (Den+morf 40,9%) do que nos que

ingeriram o carcindégeno (Den/morf 81,4% e Den 73,8%) (p<0,001) (Tabela 1).

O efeito da morfina sobre o metabolismo de primeira passagem hepatico da DEN
pode ser observado na Tabela 1 e na Figura 15. O grupo Den/morf apresentou incidéncia
maior de lesdes neoplasicas hepéticas do que esofagicas (respectivamente 81,4% e 55,8%)
(p = 0,013), enquanto que os grupos Den (73,8% e 71,1%) e Den+morf (40,9% e 50%)

apresentaram percentuais semelhantes dessas lesdes nos dois 6rgdos.

Esbéfaqo

A histologia foi normal na imensa maioria dos animais do grupo Morf (95%), em
contraste com os grupos que ingeriram DEN, os quais foram normais em somente 2,6% no
Den, 16,7% no Den+morf e 14% no Den/morf. O grupo Den teve uma maior incidéncia de
alteracbes com tendéncia a les6es de maior desestruturac@o epitelial do que os grupos

tratados também com morfina (Den+morf e Den/morf) (Tabela 2).
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Tabela 1 -Incidéncias neoplasicas e doses das substancias estratificadas
por grupos de tratamento

Morf Den Den+morf Den/morf P

] n=40 n=38 n=42 n=43

CA esofagico b ) < 0,001
0(0,00* 27(71,1)¢ 21 (50,0 24 (55,8)
) n=44 n=42 n=44 n=43

CA hepatico ) < 0,001

1(2,3)% 31(73,8)¢ 18 (40,9) 35(81,4)°
Dose DEN - 29+0,3% 23+0,1° 28+0,1° < 0,001
Dose Morfina 2,5+0,2% - 2,3+0,1° 24+01°2 < 0,001

Dados sdo expressos em numero (percentual) de casos positivos ou em média + desvio padrédo de
mg/kg/dia. Letras-indice distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. Grupo Morf: ingeriu morfina; Den: dietilnitrosamina (DEN); Den+morf: DEN e morfina numa
mesma solugéo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e dias. CA esofégico: lesdes
consideradas pré-malignas (displasias de alto grau) e malignas (carcinomas epidermoides) no
exame histopatolégico. CA hepético: lesdes consideradas pré-malignas (focos de células claras,
nédulos displasicos) e malignas (carcinomas hepatocelulares) no exame histopatologico.
“-“: solugdo nédo fornecida para ingestéo aos respectivos grupos.

90 -
80 -
70 -
60 -|
o, 50 -

0 CA esofégico
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30
20
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Figura 15 - Incidéncia de lesGes esofagicas e hepéticas por grupo
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Tabela 2 - Freqiiéncia relativa dos achados na microscopia esofagica estratificada por
grupos de tratamento

Morf Den Den+morf Den/morf =
(n =40) (n=38) (n=42) (n=43)

Normal 38 (95,0) 1(2,6) 7 (16,7) 6 (14,00 <0,001
Hiperplasia 0 (0,0) 2 (5,3) 4 (9,5) 1(2,3) 0,166
Esofagite 0(0,0) 2(53) 4(9,5) 3(7,0) 0,283
Papiloma 1(2,5) 0 (0,0) 1(2,4) 0 (0,0) 0,572
Displasia de Baixo grau 1(2,5) 6 (15,8) 5(11,9) 9 (20,9) 0,084
Displasia de Alto grau 0 (0,0) 19 (50,1) 19 (45,2) 18 (41,9) < 0,001
Carcinoma Invasor 0 (0,0) 8 (21,0) 2(4,8) 6 (14,0) < 0,001

Mucosa 0(0,0) 6 (15,8) 2(4,8) 4(9,3) 0,051

Muscular da mucosa 0 (0,0) 1(2,6) 0 (0,0) 2 (4,7) 0,314

Submucosa 0(0,0) 1(2,6) 0 (0,0) 0(0,0) 0,346

Dados sdo expressos em numero (percentual) de casos. Grupo Morf: ingeriu morfina; Den: dietilnitrosamina
(DEN); Den+morf: DEN e morfina numa mesma solu¢éo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solu¢des e
dias.

Figado

Quase a totalidade dos animais do grupo Morf apresentou histologia normal (97,7%),
0 gque nao ocorreu com 0s grupos que ingeriram DEN. Nestes, a histologia foi normal em
26,2% no Den, 59,1% no Den+morf e 18,2% no Den/morf. Embora o grupo Den/morf
tenha apresentado maior incidéncia de alteracfes, os 3 casos de carcinoma hepatocelular

ocorreram no grupo Den (Tabela 3).
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Tabela 3 - Freqliéncia relativa dos achados na microscopia hepatica estratificada por
grupos de tratamento

Morf Den Den+morf Den/morf p
(n=44) (n=42) (n=44) (n=43)
Normal 43 (97,7) 11 (26,2) 26(59,1) 8 (18,6) < 0,001
Focos de células claras 1(2,3) 25 (59,5) 8 (18,2) 28 (65,1) < 0,001
Nédulos neoplasicos 0 (0,0) 3(7,1) 10 (22,7) 7 (16,3) 0,005
Carcinoma hepatocelular 0 (0,0) 3(7,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,023

Dados séo expressos em numero (percentual) de casos. Grupo Morf: ingeriu morfina; Den: dietilnitrosamina
(DEN); Den+morf: DEN e morfina numa mesma solu¢@o; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solucdes e
dias.

5.2 INDICE TUMORAL ESOFAGICO — MACROSCOPIA

Na analise macroscoépica dos esbéfagos observou-se lesdes papilares e vegetantes,
indistintamente entre os grupos testados, apresentando entre 1 e 4 milimetros de diametro.

As lesBes apresentaram-se uniformemente distribuidas em toda a extensdo do eséfago.

O indice Tumoral esofagico proposto por Rubio (1987) (IT) foi calculado e apresentou
0s seguintes valores para cada grupo: Morf: 0; Den: 0,13; Den+morf: 0,03; e Den/morf:
0,06. O grupo Den apresentou significativamente maior IT do que o0s outros grupos
(p < 0,001). Nao houve diferenca estatistica entre os demais grupos (Tabela 4). Para dados

do calculo do IT, ver Anexo C.

O IT mostrou resultados semelhantes aos da histologia (p < 0,05), tendo o grupo
Den, apresentado maiores incidéncias de neoplasia maligna do que os demais grupos
(p < 0,001). Os grupos que ingeriram morfina e carcinébgeno ndo apresentaram diferenca na
incidéncia neoplasica entre si tanto na macro quanto na microscopia. Estes achados

sugerem gue os resultados das andlises do IT e da histologia sdo semelhantes (Tabela 4).
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Tabela 4 - Relagéo entre indice Tumoral e histologia esofagica estratificada por grupo
de tratamento

Morf Den Den+morf Den/morf P
indice Tumoral n=44 n=42 n=44 n=44 <0.001
Esofagico 0+0,0° 0,13+0,2% 0,03+0,2° 0,06+0.2" ’

CA esofagico n =40 n=33 n=42 n=43 < 0,001

0(0,002  27(71,1)¢ 21(50,0)° 24 (55,8)°

Dados séo expressos em numero (percentual) de casos positivos ou em média + desvio padrdo de mg/kg/dia.
Letras-indice distintas representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Grupo Morf:
ingeriu morfina; Den: dietilnitrosamina (DEN); Den+morf: DEN e morfina numa mesma solu¢éo; Den/morf:
DEN e morfina em diferentes solugdes e dias. indice Tumoral de Rubio (IT): contagem macroscopica do
nimero de lesdes esofagicas / comprimento do es6fago (cm). CA esofagico: lesdes pré-malignas (displasia de
alto grau), e malignas (carcinomas epidermdides) no exame Histopatoldgico.

5.3 DOSAGEM DAS SUBSTANCIAS

A dosagem de cada substancia ingerida variou de acordo com o tipo de solucéo
oferecida (Tabela 1). A dose ingerida foi calculada com base na quantidade semanal de
ingestdo da solugdo, no peso dos animais e na concentracdo das substancias no liquido
oferecido aos animais. A pesagem das ratas foi realizada no inicio do estudo, aos trés
meses e imediatamente antes da eutanasia, o que resultou em trés tomadas de peso ao
longo do trabalho. As doses semanais das substancias ingeridas pelos animais encontram-

se no Anexo D.

A dose média ingerida foi inferior & estimada de 5 mg/kg/dia em todos os grupos.
Entre os expostos ao carcindgeno, todos os grupos ingeriram doses diferentes entre si (Den:

2,9 mg/kg/dia, Den+morf: 2,3 mg/kg/dia, Den/morf: 2,8 mg/kg/dia) (p<0,001) (Tabela 1).

Entre os grupos que ingeriram morfina (Morf: 2,5 mg/kg/dia; Den+morf: 2,3
mg/kg/dia; Den/morf : 2,4 mg/kg/dia), o Den+morf ingeriu menos morfina do que os outros

grupos (p<0,001) (Tabela 1).
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Estima-se que a perda de solu¢des tenha sido de 10 ml/gaiola/semana, em virtude
da vibragdo das gaiolas pelo movimento dos animais, com conseqiiente gotejamento das
solugBes dos frascos para o fundo das gaiolas (FEPPS, 2000). Cada grupo foi composto por
11 gaiolas e as solugdes foram oferecidas durante 3 dias por semana, com um cONsSuMo
médio de 3.450 ml. Desta forma, a perda estimada de solugdo por grupo foi de 47,14 ml por
semana (1,37%). Por ser uma quantidade insignificante, estas perdas ndo foram incluidas

no célculo da dose final ingerida pelos animais.



6 DISCUSSAO

6.1 MATERIAL E METODOS

Os compostos nitrosos apresentam-se na dieta ou no ambiente em doses bem
inferiores aquelas necessarias para desenvolver cancer, por isso a grande preocupacgéo &
com a sua exposicdo cronica. Varios autores referiram a presengca de nitratos
carcinogénicos na dieta (principalmente em conservantes, corantes e aromatizantes
alimentares de carnes, peixes, vegetais, cogumelos, queijos e leite), no tabaco, em bebidas
alcodlicas (cerveja, whisky e licores), na exposicdo ocupacional (industria da borracha,
manufatura de pneus, pesticidas, cosméticos e curtimento do couro) e na higiene pessoal e
doméstica (cosméticos, xampus e detergentes) (ENDER, 1967; SIDDIQI, 1991;CHENG,
1992; LIJINSKY, 1992). Outros estudos demonstraram seu potencial hepatotdxico e
carcinogénico, tanto em seres humanos como em animais (SCHMAHL, 1960; BARTSCH,
1989, PEREZ, 2005), e foi descrito que as hitrosaminas produziam a alquilacdo do DNA em
tecidos humanos in vitro (LIJINSKY, 1992). A partir dessas pesquisas, foi sugerido que as
nitrosaminas poderiam estar relacionadas ao cancer de eséfago no homem (ARCHER,

1989; BARTSCH, 1989; FORMAN, 1989; LU, 1991, LIN, 2002).
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A incidéncia do cancer de esbfago € influenciada por diferentes fatores nas diversas
areas endémicas do mundo. Na Europa e Estados Unidos da América € relacionado com o
consumo do alcool e tabaco, associados ou ndo (TUYNS, 1980; BLOT, 1994), e no norte do
Ira foi associado por epidemiologistas com o fumo do 6pio e a ingestdo de residuos do
cachimbo de 6pio (sukhteh). Experimentos mostraram que o etanol altera a farmacocinética
das nitrosaminas (SWANN, 1984; ANDERSON, 1995). Desta forma, elas sdo mais expostas
ao tecido esofégico, sendo capazes de induzir cancer de esdfago em animais (SWANN,
1984; AZE, 1993; ANDERSON, 1995). Estes estudos aumentaram ainda mais as suspeitas
de que a exposicdo as nitrosaminas seria um importante fator neste tipo de cancer no
homem. RIBEIRO PINTO (1997) mostrou que a morfina, o principal alcaléide do 6pio,
também modifica a farmacocinética e distribuicdo da DEN e que as mudancgas séo similares
aquelas produzidas pelo etanol. Isto reforca a hipotese de que estas duas substancias
possuem uma base comum na influéncia sobre a carcinogénese esofagica: seus efeitos na

farmacocinética das nitrosaminas as quais 0 homem esté exposto.

O conhecimento de que os compostos N-nitrosos exibem atividade biolégica similar
em tecidos animais e humanos, sugere que as observacgfes feitas em ratos poderiam ser
imputadas ao homem (ARCHER, 1989). A descoberta de que as nitrosaminas apresentam
um organotropismo bem definido permitiu o desenvolvimento de modelos de estudo de
cancer em varios 6rgaos. Varios autores produziram a carcinogénese esofagica em animais
com a dietilnitrosamina utilizando camundongos (RUBIO, 1983, 1987; KRUEL, 1992;
GURSKY, 1999), ratos buifalo (REUBER, 1975, 1977) e ratos Wistar (MANDARD, 1984) com
incidéncias variaveis de carcinoma esofagico. Vérias espécies de animais, tais como
coelhos (IIZUKA, 1977), galinaceos (YANG, 1980) e cées da raca Beagle (SASAJIMA, 1977)
foram utilizados em outros experimentos. Porém o custo operacional, bem como o longo

tempo para completar-se a carcinogénese esofagica, limitam o seu uso.

No presente estudo utilizou-se ratos da cepa Wistar com o objetivo de assemelhar-se

ao estudo de RIBEIRO PINTO (1997), no qual foram utilizados ratos Sprague-Dawley e
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medidos parametros bioquimicos ap6s a administragdo em curto prazo de DEN e morfina
nos tecidos esofagico, hepatico e renal. Seu custo operacional aceitavelmente baixo e a
adaptabilidade as condi¢des de trabalho, foram fatores que reforcaram o uso desta espécie.
A utilizacdo de fémeas e o niumero de quatro animais por gaiola visaram evitar os conflitos
por estabelecimento de liderancas territoriais, atitude quase exclusiva dos machos,

minimizando, desta forma, o nimero de mortes nédo programadas (KRUEL, 1992).

O numero e a distribuicdo dos animais empregados no presente estudo confirmaram
ser adequados para uma andlise satisfatéria e que suportaram as perdas durante as
andlises microscopicas esofagicas em numero total de 13 (7,4%), sem comprometimento
dos resultados e respeitando os principios bioéticos vigentes (GOLDIM, 1997). Entre as
perdas, duas foram por 6bito. N&o foi possivel a realizagdo de necropsia devido ao elevado
grau de decomposicdo dos animais no momento em que foram encontrados: em um dos
casos havia alguns fragmentos 6sseos e em outro, somente pequena quantidade de pélos
dentro da caixa. Portanto, a causa destes 6bitos ndo pode ser esclarecida. Trés (1,7%)
espécimens hepéaticos ndo puderam ser examinados: dois devido as mortes nao

programadas e um por inadequacgédo do material para analise.

Foi utilizado um composto alimentar (Anexo A) semelhante aos usados em outros
experimentos, que atendia aos critérios do National Research Council e National Institute of
Health — USA, e que ja havia provado ndo influir no processo de carcinogénese (RUBIO,

1983, 1987; MANDARD, 1984; KRUEL, 1992; GURSKY, 1999; VELHO, 2003).

A administracdo das substancias diluidas na dgua de beber deveu-se a simplicidade
do método, exigindo minima manipulacdo dos ratos e comprovada eficiéncia (RUBIO, 1983,
1987; MANDARD, 1984; KRUEL, 1992; GURSKY, 1999, SCHIRMER, 1999). A eutanasia
dos animais foi realizada por asfixia em caixa plastica com éter etilico, de acordo com as

normas bioéticas vigentes, no nimero de vinte animais por dia, divididos em nove dias
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diferentes, respeitando a tabela cronoldgica de 161 dias de experimento para cada animal,

organizado antes do inicio do experimento.

6.2 ANALISE DAS VARIAVEIS EM ESTUDO

Com o intuito ético de diminuir a eutanasia desnecesséria dos animais, foi constituido
um grupo controle com oito ratas (ao invés de 44) ingerindo somente agua. Nenhum destes
animais apresentou alteracdo macroscopica no esb6fago (DILLENBURG, 2000), nem
microscopica em eséfago e figado. Este grupo foi excluido da analise, pois o nimero de oito
animais provocou forte assimetria dos dados, prejudicando a adequada andlise estatistica.
Os demais trabalhos da linha de pesquisa da instituicdo também utilizaram a mesma fonte
de agua em seus grupos controles de ingestdo de agua, somando centenas de animais
(KRUEL, 1996; GURSKY, 1999; SCHIRMER, 1999; MELLO, 1999; VELHO, 2003). Nestes
estudos, ndo houve um Unico caso de alteragdo maligna, o que justifica a utilizagdo deste
dado histérico associado ao do presente estudo para a exclusdo do referido grupo de

ingestao de dgua da andlise estatistica.

6.2.1 Dosagem das substancias

O conhecimento do peso aferido no inicio, meio e final do experimento, da