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MODELO EXPERIMENTAL DE CARCINOGENESE ESOFAGICA

EXPERIMENTAL MODEL OF ESOPHAGEAL CARCINOGENESIS
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RESUMO: Objetivo: O carcinoma epidermédide do esdfago € neoplasia com alta taxa de mortalidade. A necessidade do entendimen-
to do processo de carcinogénse na melhora de resultados desta doenca, conduz aos estudos experimentais. M étodo: Induzida a
carcinogénese esofagica quimicamente por meio da dietilnitrosamina(DEN), em um grupo de 100 camundongos fémeas. Utilizados
guatro grupos, onde os Grupos 1 e 2 foram considerados controles, sendo diferenciados por gavagem esofégica, uma vez semana, com
agua em temperatura ambiente (20-25°C) ou quente (60°-70°C). E os Grupos 3 e 4, considerados estudos, receberam DEN por trés
dias consecutivos semanalmente, também sendo diferenciados por gavagem quente ou fria. Progressivas eutanasias com coletas de
pecas esofagicas, com inicio no 30° dia do experimento e terminando no 150° dia. Resultados: Demonstrou-se que ndo houve
diferenca na incidéncia tumoral quando foi acrescida a varidvel temperatura da &gua (p=0,6854). Observou-se, que a carcinogénese
durante o experimento, considerados os grupos que receberam DEN como sendo um Gnico grupo, demonstrou clara e evidente
progressao de lesfes neoplésicas. Conclusdo: Houve progressdo neoplasica esofagica com a utilizagdo de DEN, bem como o
método pode ser utilizado em estudos para investigagdo do processo mutagénico (Rev. Col. Bras. Cir. 2007; 34(3): 153-156).

Descritores: Marcadores de biolégicos de tumor; Esdfago; Carcinoma de células escamosas; Dietilnitrosamina.

INTRODUCAO

O cancer de esbfago esta associado abaixos indices
de sobrevida. E um dos dez tumores sdlidos mais fregiientes
mundia mente, com caracteristicavariagdo geograficaemre-
lagdo a sua incidéncia. O carcinoma epidermdéide é um dos
dois tipos histoldgicos primérios de esbfago responsaveis
por 95% dos casos'.

Sendo a sobrevida geral do portador, pouco influ-
enciada por modalidades terapéuticas, como ressec¢éo ci-
rdrgica, associada ou ndo a quimioterapia necadjuvante e a
radioquimioterapia adjuvante, questiona-se que a popula-
¢ao de doentes apresente caracteristicas diferentes, haven-
do outrosfatores néo val orizados?3, que influenciem o prog-
nastico®.

A andlise da célulatumoral, ou de suas diferencia-
¢Oes celulares pré-tumorais, demonstrou haver por andlise
imuno-hi stoquimi ca e genética® determi nantes que podem gju-
dar o diagnéstico precoce, o progndstico, a deteccdo de
metéstase oculta, e aquimiorresisténcia®’. Esses, denomina-
dos marcadores tumorais, sdo produtos (proteinas) quer de
ateracBes de genes, quer de proliferago celular aumentada,
entre outros.

A necessidade de avaliac8o deles por amostras de
intervengdes cirdrgicas ou autopsias, por muitas razes, ndo

responde completamente a varios determinantes. Modelos
experimentaistornam-se aopcao, pelareprodutibilidade, com
numero significativo delesdes e princi pal mente pela possibi-
lidade de acompanhamento e entendimento do processo de
carcinogénese.

METODO

Otrabahofoi realizado naUnidade de Experimenta
¢doAnimal, do Centro de Pesquisado Hospital deClinicasde
Porto Alegre, apts aprovagdo pelaComissdo Cientificae pela
Comiss3o de Pesquisae Eticaem Salde, do Hospital de Clini-
cas de Porto Alegre.

Foram utilizados camundongos (“Mus musculus’,
cepa CF1), num total de 100 fémeas, com 60 dias de vida.
Mantidos em condi¢des estaveis de umidade, temperatura,
fluxo continuo de ar, ciclo de 12 horas de claro e escuro, e
adaptados por sete dias. Foram supridas as necessidades
bésicas de alimentacdo e conforto em consonancia com 0s
preceitos daliteratura®.

Adotou-se a dietilnitrosamina (DEN) para
carcinogénese quimica, aqual é substanciaquimicado grupo
das nitrosaminas (C4H10N20)°. Carcinégeno compl eto, pro-
duzindo indugdo e promogao tumoral . Administrada na dgua
de beber, naconcentragdo de 0,04mg/1000ml.
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Osanimaisforam distribuidos em quatro Grupos da
seguinteforma:

- Grupo 1 (n=10) recebeu &guaad libitum egavagem
esof 4gicaumavez por semanacom éguafria(25°C).

- Grupo 2 (n=10) recebeu &guaad libitum egavagem
umavez por semanacom aguaquente (60°-70°C).

- Grupo 3 (n=40) recebeu dguaad libitumde sextasa
tercas-feiras, substituidapor DEN, que permaneciapor 72 horas
seguintes; e gavagem umavez por semanacom aguafria

- Grupo 4 (n=40) recebeu aguaad libitum de sextas
atercas-feiras, substituidapor DEN, que permanecia por 72
horas seguintes; e gavagem uma vez por semana com agua
quente.

A gavagem esofégica foi realizada semanamente
durantetodo oestudo com duragdo ndo maior que 30 segun-
dos, exclusivamente nos dias em que os animai s recebiam ape-
nas agua.

Osanimaisforam ao 6bito e entéo col etados espéci-
mes esof agi cos conforme esquema:

- Grupo Controle: Eutanasiadametade daamostrado
Grupo 1 e 2 no 30° dia de experimento e cinco restantes da
amostrano 150°dia.

- Grupo Estudo: Eutanasia de cinco animais de cada
amostrados Grupos 3 e4 no 30°, 60°, 90°,120° dia de experi-
mento, e dos 20 animaisrestantes dos gruposno 150° dianos
quais erafeitaacontagem do nimero de tumores, sendo ado-
tado como ponto de corte lesdes superioresa 1l mm.

Os esdfagos retirados foram submetidos ao exame
histoldgico por técnica previamente descrita e os achados
foram classificados conformealiteraturat®.

Realizadaandlise descritivaeteste“t” paradiferenca
entre proporgoes.

RESULTADOS

Houve trés ohitos, sendo todos do Grupo 4: dois
precoces, rel acionados a aspiragdo pulmonar pelagavagem e
outro tardio, relacionado adebilidadefisica.

N&o foram evidenciadas, conforme descrito previa-
mente’4, presenca a necropsia de tumoragdes em outras lo-
calizagdes defécil identificag8io macroscdpica

N&o foram detectadas alteragdes patoldgicas nos
Grupos 1 e 2, cujos esdfagos serviram de padrao de normali-
dade.

N&o houve diferenca relevante nas caracteristicas
macroscopicas dos tumores nos grupos estudos e, embora
ndo tenham sido obj eto especial de atencéo, variagcBes nafor-
ma e dimensdes dos tumores foram comuns aos Grupos 3 e4,
assim como multiplicidade.

O ndimero de tumores, contados no grupo estudo no
150° diade experimento, foi maior no Grupo 4, com 13 tumores
em 17 pegas esof &gi cas, seguido do Grupo 3, com 14 tumores
em 20 pegas esofégicas. Estes achados ndo alcangaram dife-
renca estatistica (p=0,6854). N&o houve, por este resultado,
diferenca entre os grupos que receberam DEN com variacdo
entre gavagem com aguaquente ou fria.

As figuras 1, 2 e 3 demonstram a evolugdo
anatomopatol 4gica durante o experimento.
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Achados Anatomopatolégicos - Agua Fria
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Figura 1 — Distribuicao de resultados de anatomia patol égica du-
rante o experimento nosanimais que receberamadministragdo com-
plementar de agua fria por gavagem (com DEN).

Achados Anatomopatolégicos - Agua Quente
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Figura 2 — Distribuicao de resultados de anatomia patol égica du-
rante o experimento nosanimais que receberamadministragdo com-
plementar de agua quente por gavagem (com DEN).

Achados Anatomopatolégicos - DEN Geral
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Figura 3 — Distribui¢ao de resultados de anatomia patol dgica du-
rante o0 experimento nos animais que receberam DEN independente
do tipo de gavagem.
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DISCUSSAO

Foram utilizadasfémeas por ser conhecidaamortede
animais por conflitosterritoriais, atitude quase exclusivados
machos!!. Essas perdas, associadas as naturais, as relaciona
dasatoxicidade e ao efeito carcindgeno daDEN, quelevam ao
comprometimento progressivo das condi¢des gerais, poderi-
am comprometer a pesquisa.

Ostempos paraaeutanasiaforam escolhidosemfun-
¢&o do conhecimento prévio ° de aparecimento de tumores
em torno do 120° dia apos inicio daingestéo do carcindgeno.
Ao 30°dia, ocorrem modificagdes do tipo esof agite, as primei-
raslesdesintraepiteliai snos 60°-90° dias e 0s primeiros carci-
nomas no 120° dia. O percentual de carcinomainvasor foi 9,5
no 150° dia e 26,5 no 180° dia no trabalho de Kruel't. Dessa
forma, o experimento acompanhou acronol ogiadahistogénese
do carcinoma escamoso esofagico. Kruel* demonstra o pri-
meiro carcinomainvasor no T120, dois outros no T150 e ou-
tros 26 no T180, evidenciando umaclaraeclosdo detumoresa
partir de T150.

Contrariando os achados prévios'® ¥, a administra-
¢80 de &gua quente, tanto nos animais do grupo controle (Gru-
po 2), como, principalmente, nos animais no grupo estudo
(Grupo 4), ndo apresentou variagao estatistica aos resultados
de seus grupos pares (Grupo 1 e 3, respectivamente). Este

achado contraria os achados nesses trabalhos como em ou-
trosisto &, que aagdo térmicapromove 0 apareci mento preco-
ce e 0 comportamento mais agressivo das lesdes expansivas
neopl asicas esofagicas. Talvez este achado possa ser justifi-
cado pelo “n” de cada amostra ser pequeno, proporcional-
mente a divisao entre 0s grupos, ou ainda pela administracdo
Unica apenas semanal, trazendo pouco efeito térmico
esofagico. O composto nitroso, utilizado nos trabalhos cita-
dos, foi diferente ao quefoi disponibilizado aos animaisneste
trabalho.

Observou-se que a carcinogénese, durante o
experimento, considerados os grupos que receberam
dietilnitrosamina como sendo um tnico grupo (figura3), de-
monstrou clara e evidente progressao de lesBes patol bgicas
gue culminaram com formag&o de casos de carcinoma, apartir
dotempo 120 dias. Ta evolugo demonstrada pode ser utiliza-
da em estudos futuros para investigagdo de marcadores
tumorais, bem como para entendimento molecular e genético
deste detalhado processo mutagénico.

O método utilizado demonstrou-sefactivel bem como
debaixo custo e com aprincipal vantagem de permitir estudo
da carcinogénese esof 4gicaem menos de 20 semanas de acom-
panhamento. N&do foi demonstrada influéncia térmica nesse
processo, quando utilizado o carcinégeno dietilnitrosamina,
com estametodol ogia

ABSTRACT

Background: Esophageal epidermoid carcinomaisa neoplasmwith high mortality ratesand a peculiar geographic distribution.
Experimental studies are necessary to better understand the carcinogenesis process and improve therapeutic protocols.
Methods: Esophageal carcinogenesis has been chemically induced with diethylnitrosamine (DEN) in 100 femal e mices. Four
groups of animalswere separated. Control groups| and |1 weretreated weekly by esophageal gavage at roomtemperature or
hot (60°-70°C) water. Sudy groups |11 and IV were treated weekly for 3 consecutive dayswith diethylnitrosaminereceiving also
esophageal gavage with room temperature or hot water. Mices were sequentially sacrificed from day 30 until day 150 for
collection and analysi s of the esophagus. Results: Results showed tumor incidence has not been affected by water temperature
used for gavage (p=0.6854). Carcinogenesis has been induced in both groupsreceiving DEN, with clear and evident progression
of pathological lesions. Conclusion: The model can be used for the study of mutagenic processes.

Key words: Tumor markers, biological ; Esophagus; Carcionoma, squamous cell; Diethylnitrosamine.
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