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RESUMO

Os compostos de nitrito e nitrato sdo sais ha muito empregados como
conservantes de alimentos, que neste atual contexto de aumento acentuado da
populagdo mundial e escassez de alimentos, sera cada vez mais empregado. Por
outro lado, o perfil da sociedade é, cada vez mais, se utilizar de alimentos
industrializados prontos para consumo, nos quais estdo embutidos varios
conservantes na sua elaboracdo. Estes sais, por sua vez, tém acao danosa ao
organismo em situacoes especificas, como demonstram varios experimentos.

A Doenca do Refluxo Gastro-Esofagico tem crescido em incidéncia por todo
mundo e em especial em paises desenvolvidos como os Estados Unidos e
Europa, onde sao relatados indices alarmantes do crescimento da freqiéncia dos
carcinomas da juncao esb6fago-gastrica. O objetivo desta pesquisa foi analisar o
modelo experimental de refluxo duodeno-es6fago-gastrico e a ingestao de solucéo
de nitrito de sdédio na génese do adenocarcinoma associado ao esbéfago de
Barrett. Sessenta ratos machos Wistar foram divididos em quatro grupos, com
vinte animais controles ndo operados (10 animais ingeriram somente agua e 10
animais ingeriram agua mais solugdo de nitrito de so6dio) e quarenta animais
submetidos a anastomose duodeno-esbfago-gastrico latero-lateral (20 animais
ingeriram somente agua e 20 animais ingeriram agua mais solucao de nitrito de
sbdio). A classificacdo de Viena para displasia e adenocarcinoma foi empregada
na analise dos resultados. Ap6s 42 semanas de observagdo, nos animais
operados sem ingestdo de nitritos o esdfago de Barrett foi registrado em 26,3%
(5/19) dos animais, enquanto no grupo operado associado a ingestdo de nitritos,
foi encontrado em 72,3% (13/18) dos animais, sendo que neste grupo também foi
encontrado seis adenocarcinomas (33,3%). Nenhum animal nado operado
apresentou o eséfago de Barrett. As categorias 2, 3 e 5 da classificacdo de Viena
somente foram encontradas nos animais operados que ingeriram nitrito de sédio
(66,7%). Concluem que a ingestdo de nitrito de sbdio associado ao refluxo
duodeno-esbfago-gastrico tém importante participagdo na génese do
adenocarcinoma associado ao eséfago de Barrett.

Palavras Chave: Esb6fago, Es6fago de Barrett, Nitritos.
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ABSTRACT

The nitrates and nitrites are salts has been using a lot as conservants and
chemical additives of foods, that in this current context of accentuated increase of
the world population and shortage of foods, they will be used more. On the other
hand, the profile of the society is more and more to use industrialized foods ready
for consumption, which they utilize several conservants in its elaboration. These
salts have harmful action to the organism in specific situations, as demonstrated in
many experiments. The gastroesophageal reflux disease has been growing in
incidence all over the world mainly in the United States and Europe and related to
the alarming indexes of growth of the frequency of carcinomas of the
esophagogastric junction. The objective of this research was to analyze the
experimental model of duodenum-gastro- esophagic reflux and the ingestion of a
solution of sodium nitrite in the genesis of the adenocarcinoma associated to the
Barrett’'s esophagus. Sixty Wistar male rats were divided in four groups: twenty
animals controls not operated (10 animals ingested only water and 10 animals
ingested water plus sodium nitrite) and forty animals submitted to the side-to-side
duodenum-gastro-esophagic anastomosis (20 animals ingested only water and 20
animals ingested water plus solution of sodium nitrite). The Vienna Classification
for dysplasia and adenocarcinoma was used in the analysis of the results. After 42
weeks of observation, in the group operated without nitrite ingestion the Barrett’s
esophagus was found in 26,3% (5/19) of the animals, while in the group operated
associate to the nitrite ingestion, it was found in 72,3% (13/18) of the animals, and
in this last group it was also found six adenocarcinomas (33,3%). Any animal no
operated presented Barrett’s esophagus. The categories 2, 3 and 5 of the Vienna
Classification were only found in the animals operated that they ingested sodium
nitrite (66,7%). The final conclusion is that the ingestion of sodium nitrite
associated to duodenum-gastro-esophagic reflux has important participation in the
genesis of the adenocarcinoma associated to the Barrett’'s esophagus.

Keywords: Esophagus, Barrett’'s Esophagus, Nitrites
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O aumento da populacdo e da longevidade levou a necessidade de
desenvolvimento de novas técnicas de producao e conservagdo de alimentos,
visando diminuir o desperdicio e otimizar o seu aproveitamento. Entre estes
produtos conservantes, os sais de nitrato e nitrito, tanto de sdédio, quanto de
potassio sdo mundialmente utilizados, principalmente na conservagao de carnes,

peixes, legumes, queijos, cereais e enlatados.

Os nitritos e nitratos sdo substancias encontradas largamente no solo e
em alimentos consumidos pelo homem, além da agua potavel. Em alguns lugares
do mundo, a concentracdo destes sais é muito alta. E o exemplo de Chile,
Colémbia, China e Ira (HOWSON, HYIAMA, WYNDER,1986; HOTCHKISS 1987).
CORREA, HAENSZEL, CUELLO et al. descreveram, em 1990, processos pré
cancerosos em uma populacdo isolada em Narinho na Colémbia com 1442
habitantes durante periodo variavel de 3 a 16 anos com este componente
conhecido popularmente no Brasil por “salitre do Chile”, demonstrando varios

graus de agressao gastrica.

A reducdo bioquimica dos nitratos leva rapidamente a formacao de
nitritos. Esta reducao é facilmente realizada por enzimas bacterianas e também é
possivel ser realizada dentro do estomago em pH alcalino, desde que haja meio
propicio, isto é, hipocloridria. (ANDREOLLO, NA - 1994). As bactérias envolvidas

neste processo de reducao sao Escherichia coli, Klebsiella sp., Clostridium spp.,

Bacteriodes fraqilis, Lactobacillus spp., Staphylococcus aureus, micrococus, além

de outras. (CLARK & LITCHFIELD -1973; HILL, HOWKSWORTH, TATTERSAL -
1973; MUSCROFT, DEANE, YOUNGS et al. 1981; WATT, SLOAN, DONALDSON
et al., 1984; REED, 1986. Desse modo, os nitritos sdo o principio ativo e os

nitratos servem como reservatorios fornecedores de nitritos.

Introdugao
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Os nitritos tém trés fungdes principais; a primeira € quando adicionado a
carnes vermelhas, lhes confere coloracao rutilante, dando aspecto de frescor; a
segunda € agindo como antioxidante e evitando ficarem rangosas quando
estocadas por longos periodos e em terceiro lugar, inibirem a toxicidade do

Clostridium botulinum.

No ser humano, como na maioria dos mamiferos, a concentragdo maior
de nitritos e nitratos € no interior das glandulas salivares. A concentracdo pode
chegar de 6 a 10 mg. de nitrito / litro e de 15 a 35 mg. de nitrato / litro. Esta
concentracao esta na dependéncia da dieta ingerida. A concentracao de nitrito no
estbmago serd tanto maior quanto mais alcalino o pH, ou seja hipocloridrico ou

acloridrico .(MIRVISH, 1983).

Historicamente as pesquisas de carcinogénese com compostos
denominados n-nitrosos iniciaram-se com o trabalho experimental de
MATSUKURA, KAWACHI, SASAJIMA et al., 1978, que induziram a metaplasia
em estdmagos de ratos usando o composto N-Metil-N-Nitro-N-nitroso Guanidine
(MNNG) na concentragédo de 83 pg/ ml, desenvolvendo cancer gastrico entre 60 a
90% naqueles tratados “ad libitum” por quatro meses ou mais. Aos 2 meses ja se
observava acometimento em 25% dos ratos tratados desta forma. Entretanto, ja
em 1969, SANDER & BURKLE registraram a presenca de tumores hepaticos e
esofagicos em ratos que receberam N-metil-benzilamina ou aminas junto com

nitrito de sodio.

NEWBERNE & SHANK ,1976, administraram nitritos e aminas a ratos
Sprague-Dawley e num grupo de 159 ratos tratados com dieta contendo nitrito de
sédio 1000 ppm e 1000 ppm de aminas, 156 dos 159 ratos desenvolveram

carcinoma hepatocelular. Outros grupos desta mesma espécie que receberam os

Introdugao
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mesmos compostos em concentracdo de nitrito 50 ppm e aminas 1000 ppm,

desenvolveram carcinoma de células hepaticas em 4/120 animais.

LIJINSKY & TAYLOR, 1978, descartaram altas concentracées de
nitrosaminas encontradas para racdes de animais com carne de peixe. Em
experimento com 30 ratos Sprague-Dawley que receberam aminopirina + nitrito (1
g/l), todos morreram em 1 ano, sendo 29 destes com hemangiosarcoma endotelial

do figado.

WEISBURGER, MARQUARDT, HIROTA et al. em 1980, administraram
a ratos wistar, mistura de nitritos com estratos protéicos homogeneizados de um
peixe denominado Sanma, muito comum da dieta de regido do Japao com elevado
risco de cancer gastrico. Observaram que alem de mutagénica para Salmonella
typhimurium, também induziu aparecimento de adenomas e carcinomas em 6
meses de observacdo em 8 de 12 ratos tratados. Nenhum tipo de tumor gastrico
foi observado nos animais controle neste mesmo intervalo. Os autores afirmam ser
muito dificil o aparecimento de tumores gastricos em ratos desta espécie e

concluem que o surgimento deles foi decorrente do tratamento feito aos animais.

MIRVISH, BULAY, RUNGE et al. em 1980 administraram nitritos a
ratos wistar, durante aproximadamente 95 semanas e observaram cancer gastrico
em 18% dos animais contra apenas 2% nos animais de controle. A dosagem foi de
39 / litro de agua ingerida, num total de 63 g / Kg até o fim do experimento. A outro
grupo controle, adicionaram N-Nitroso-L-Prolina, que é um acido nitrosaminico e
reage com nitritos formando um composto N-nitroso, e desta forma observaram
cancer em 37 animais, concluindo, portanto, que os nitritos também foram

carcinogénicos para o estdbmago dos animais.

Introdugao
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MAEKAWA, OGIU, ONODERA et al. em 1982, introduziram tanto
nitritos quanto nitratos na dieta e agua ingerida por 240 ratos nas concentragdes
de 2,5% e 5%, e apds 56 semanas de observacao, constataram presenca de
carcinomas em varios érgaos, Observaram também a formacado de composto n-
nitroso somente nos estbmagos dos ratos que receberam nitritos e nitratos,
estando ausente nos animais controle. A conclusao final, porém, ndo demonstra
diferencas significativas no aparecimento de cancer entre os grupos tratados e

controle.

Fatos demonstram inequivocamente que os compostos n-nitrosos, sao
formados no corpo humano mesmo apds ingestdao de niveis de seus precursores
considerados normais (FRASER, CHILVERS, BERAL et al. 1980,
PREUSSMANN, 1988). Esses compostos n-nitrosos sdo um grupo de substancias
organicas, resultantes da interacdo entre nitritos e aminas, formando as
nitrosaminas, entre nitritos e amidas, formando as nitrosamidas e os nitritos e
uréias, formando as nitrosuréias. Esta nitrosacdo pode ocorrer em alimentos, “in
vitro” e “in vivo” e tém sido constantemente relacionada ao desenvolvimento de
cancer (DRUKREY, STEINHOFF, BUETHNER et al, 1963; PREUSSMANN,
1988;Lancet editorial, 1968; LIJINSKY & TAYLOR,1970).

Estudos epidemiol6gicos também ja foram realizados e merece
destaque o de ZHANG, BING, XING et al. 2003, que fazem comparacdes entre as
concentracdes de nitrito na agua potavel ingerida pela populacao nas provincias
de Cixian Country e Chichen Country, na China, correlacionando a maior
incidéncia de cancer esofagico com a concentragcdo mais elevada de nitritos na

agua ser o triplo na primeira cidade.

Introdugao
-20 -



Os compostos n-nitrosos produzem tumores em mais de 40 espécies
de animais com especificidade celular e organica e desde a descoberta da acao
carcinogénica da nitrosodimetilamina por MAGEE & BARNES, em 1956, cerca de
200 nitrosaminas ja foram identificadas como carcinogénicas em experimentos
animais, inclusive com mamiferos, répteis, passaros, anfibios e peixes. E muito
improvavel que o homem seja uma excecado. (CAZOTTES, FRITSCH, GAS et
al.,1981; SCHWEINSBERG & BURKLE, 1985; REED,1986).

PAJECKI, ZILBERSTEIN, SANTOS et al., em 2003, demonstraram que
o risco de se desenvolver carcinoma esofagico em pacientes com megaeso6fago
era tanto maior quanto maior o grau de megaeséfago, correlacionando com o
aumento da concentracao de bactérias capazes de produzir composto n-nitrosos a

partir de nitratos e nitritos da dieta.

Resumindo, os nitratos dos alimentos e da agua potavel, quando
ingeridos sao transformados em nitritos por bactérias presentes. Os nitritos que
também podem ser provenientes da saliva combinam-se com aminas secundarias
presentes nos alimentos e originam compostos n-nitrosos. Esta nitrosacao

enddgena tem sido demonstrada no homem com atividade sobre 0 organismo.

1.1 REFLUXO ENTERO-GASTRICO

Os estudos do refluxo duodeno-gastrico ou entero-gastrico, duodeno-
esofagico ou duodeno- esb6fago-gastrico, com o sem uso de carcindégenos, tém
sido objeto de muitas publicacbes nas udltimas décadas, associando-os a
ocorréncia de neoplasias gastricas, do coto gastrico, do eséfago e da transicéao
esbfago-gastrica. Abaixo destacamos algumas referéncias que consideramos

relevantes.
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LAMBERT em 1962, observou que o refluxo alcalino, principalmente no
pancreatico, os sais biliares isoladamente ndo eram capazes de lesdes no esbéfago
distal em ratos, porém os sais biliares sdo capazes de potencializarem as acgdes

da secrecao pancreatica.

ATTWOOD, SMYRCK, DeMEESTER et al, em 1992, estudando a
interacdo entre refluxos gastro- esofagico e duodeno-esofagico, associados a
nitrosamina, demonstrou desenvolvimento de adenocarcinoma somente quando
da combinacédo do refluxo duodeno-esofagico e nitrosaminas, tanto com DMNM

(2,6 Dimethylnitrosomorpholine) quanto com MNAN (methyl-n-amylnitrosamine).

PERA, TRASTEK, CARPENTER et al., em 1993, demonstraram que
33% dos ratos submetidos a refluxo biliar e pancreatico desenvolveram carcinoma
de esb6fago - 7 adenocarcinoma e 7 escamoso - quando tratados com 2,6

dimethylnitrosomorpholine (2,6 DMNM).

ANDREOLLO (1994), demonstrou em trabalho experimental com ratos
gastrectomizados, recebendo “ad libitun” solugdes de nitrito de potassio na dose
de 30 mg/kg/dia a incidéncia de cancer de 5,6% naqueles submetidos a gastro-
jejunoanastomose  associado a vagotomia troncular e nos submetidos a
gastrectomia a B Il associado a vagotomia troncular, num ambiente alcalino,

quando comparado ao estémago normal.

1.2 REFLUXO GASTRO-ESOFAGICO

Embora o registro da ocorréncia da doenca do refluxo gastro-esofagico
(DRGE) tenha se elevado a partir de 1970, principalmente nos paises ocidentais,
juntamente com maior incidéncia de adenocarcinoma do es6fago, que chegam a

atingir 50% do total dos cénceres do es6fago, a maioria dos doentes com refluxo
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sdo assintomaticos ou tém sintomas leves, sendo que somente 5 a 10% dos
pacientes que procuram o hospital por esta queixa necessitam de tratamento
cirurgico anti-refluxo. Por outro lado, também é conhecido que o esbéfago de
Barrett (EB) aparece apoés refluxo gastro- esofagico crénico e que pessoas sujeitas
a refluxo sintomatico repetitivos, tem crescimento de oito vezes a possibilidade de
desenvolver adenocarcinoma esofagico (MIWA, SAHARA, SEGAWA, 1996 ;
LANGERGREN, BENGSTRON, LINDGREN et al., 1999).

BARRETT, em 1950, descreveu a metaplasia do terco distal do
es6fago, com o aparecimento de células colunares especializadas em substituicao
ao epitélio escamoso habitual deste local, correlacionado ao refluxo gastro-
esofagico. O aspecto macroscopico tem coloragdo salmao. Atualmente, o EB é
caracterizado pela presenca de epitélio colunar especializado, contendo células
caliciformes na forma de linguas (ou ilhas) permeando epitélio estratificado
normal. E importante destacar que somente pacientes com epitélio colunar
especializado (metaplasia intestinal) tém risco de desenvolver adenocarcinoma. A
presenca de displasia epitelial, especialmente a de alto grau, € fator para
desenvolvimento de cancer. A diferenciacao de displasia de alto grau e cancer é
muito dificil (GOLDBLUM, 2003). O Colégio Americano de Gastroenterologia,
define Eséfago de Barrett (EB) como “Troca do epitélio esofagico normal por
metaplasia intestinal que seja identificado por endoscopista e confirmado por
biopsia.”(SAMPLINER & SHARMA, 1998). SPECHLER (2003) afirma que a
estimativa de desenvolvimento de cancer esofagico em pacientes com Barrett,
varia entre 0,2 e 2%, com risco médio aproximado de 1%, além de acometer mais
0s homens brancos, quando comparados a negros ou asiaticos ou mulheres, e

sofrer forte influéncia de fatores genéticos.
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RONKAINEN, ARO, STORKRUBB (2005) demonstraram que 10% dos
pacientes com sintomas de DRGE e 1,6% da populacdo normal sdo portadores se

EB.

O aparecimento de adenocarcinoma € demonstrado numa incidéncia

entre 1: 52 até 1: 441 pacientes com EB por ano. (FLEJOU & SVRCEK, 2007).

Dados epidemiolégicos atestam que a maioria de pacientes com EB
associado ao adenocarcinoma s&o homens, brancos com mais de 50 anos
(SJOGREN & JOHNSON 1983; SPECHLER & GOYAL, 1986). O risco de
adenocarcinoma eleva-se, conforme aumenta.a extensdo do EB (HIROTA,
LOUGHNEY, LAZAS et al. 1999). O es6fago de Barrett se desenvolve em
aproximadamente 5 a 8 por cento em pacientes com doenga do refluxo gastro-

esofagico (DRGE) (ROMERO, CAMERON, SCHAID et al. 2002).

Desta maneira podemos deduzir que a extensao e o grau de displasia
do EB sdo determinantes no desenvolvimento do adenocarcinoma da transicao

esbfago-gastrica.

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE REFLUXO

Alguns autores preferem utilizar gastrectomia total ATTWOOD et al.
(1992), GOLDSTEIN (1997), PERA,GRANDE; GELABERT et al. (1998) e outros
realizar procedimentos que facilitem o refluxo gastrico, biliar ou bilio-pancreatico

ao esobfago.

ATTWOOD et al. (1992), PERA,TRASTEK, CARPENT et al. (1993),
MIWA, SAHARA, SEGAWA et al. (1996), PERA et al. (1998), utilizaram em um
grupo de ratos Sprangue-Dawley a anastomose duodeno-esbéfago-gastrica, e

observando os animais durante 30 semanas, registraram apenas um animal com
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adenocarcinoma. Entretanto, quando associaram  carcindbgenos  (2-6
dimethylnitrosomorpoline e methyl-n-amylnitrosamine a outro grupo de animais,
também operados pela mesma técnica, registraram elevada ocorréncia tanto de

carcinoma espinocelular como de adenocarcinoma.

Em estudo experimental detalhado e cuidadoso analisando a
especificidade do refluxo esofagico, MIWA et al. (1996), ndo constataram
desenvolvimento de adenocarcinoma quando apenas 0 suco gastrico estava
envolvido no refluxo ao eséfago, porém, quando o refluxo duodenal ou gastro-

duodenal estavam presentes, esta neoplasia passou a ser registrada.

1.4 METAPLASIA - DIPLASIA- ADENOCARCINOMA

GOLDSTEIN,1997 e CHEN, YANG, DING et al(1999) utilizaram
modelos experimentais de refluxo misto (gastrico e duodenal), sem o emprego de
carcindgenos, administrando ferro aos animais, respectivamente, durante 30 e 40
semanas e obtiveram EB com e sem displasia e adenocarcinomas associados. Os
dois autores registraram adenocarcinomas mucinosos bem diferenciados e
concluiram que os modelos experimentais sdo consistentes com o que é proposto
para a seqiéncia humana de eventos patoldgicos de progressdao do EB para

esbfago de Barrett com displasia e entdo o adenocarcinoma.

Estudos recentes tém demonstrado que o adenocarcinoma tem como
precursor a displasia. E paralelamente a seqUéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma. Pesquisas tém demonstrado mudancas genéticas e moleculares
nas células, motivados por diversos fatores, tais como ativacdo de oncogenes

especificos, inibicdo de genes supressores de tumores, além de fatores
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ambientais (FLEJOU, 2005; CHANDRASOMA, WIKRAMASINGHE, Ma, 2007;
KERKHOF,KUSTERS, van DEKKEN. 2007).

A displasia é definida como uma inequivoca condicdo pré-maligna e a
severidade das anormalidades citolégicas e arquiteturais sao utilizadas como
classificacdo para a sua graduacdo. E importante lembrar que displasia é
simplesmente um termo morfolégico e é definido microscopicamente pela
substituicdo por um “inequivoco, porem ndo invasivo epitélio” (FLEJOU &
SVRCEK, 2007). Segundo estes autores, a tendéncia é de se trocar este termo por
“neoplasia intra-epitelial”. A diferenciacao entre displasia de baixo grau (DBG) e
displasia de alto grau (DAG) depende da distribuicdo do ndcleo, o qual permanece
confinado na metade basal das células quando de baixo grau e que se apresenta
distribuido aleatoriamente entre as metades basal e apicular nas de alto grau. A
diferenciacao entre displasia de alto grau e carcinoma ‘in situ” &€ que na displasia
de alto grau (DAG) existe respeito pela lamina proépria celular, enquanto que no

carcinoma “in situ”, penetra pela membrana basal e invade a lamina prépria

1.5 CLASSIFICAGCAO HISTOLOGICA

As classificactes de displasia no EB sdo adaptagdes das utilizadas em
outras por¢des do trato gastrointestinal: leve, moderada ou grave. (GEBOES &
Van EYKEN, 2000). Freqlentemente ha discrepancias entre os patologistas
ocidentais e orientais para classificar o grau de displasia no es6fago de Barrett e
por este motivo & que foi proposta em 1998 - posteriormente revisada por DIXON
em 2002 - a Classificacdo de Viena em cinco categorias (FLEJOU, 2005;
GEBOES & Van EYKEN ,2000; SCHLEMPER, RIDDELL, KATO et al., 2000;
ODZE, 2006).
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A classificacdo de Viena cataloga as displasias do trato gastrintestinal
em 5 (cinco) categorias, abaixo discriminadas na Tabela 1. (SCHLEMPER et al.,

2000).

Tabela 1 - Classificagéo de Viena

Negativo para displasia. Arquitetura dentro dos limites da normalidade.

CATEGORIA 1 Au;enma de ~anormalldades nucleares, exceto estratlflcagao ~nuclear.
Maior alteracdo nuclear quando associado com inflamacdes ou
ulceracdes

Indefinido para displasia. A arquitetura pode estar distorcida
CATEGORIA 2 moderadamente. Alteracbes nucleares menos marcantes das que séo
observadas na displasia

Displasia de baixo grau (DBG). Arquitetura celular alterada com nucleo se
CATEGORIA 3 mantendo na metade basal das células

Displasia de alto grau (DAG). Alteracbes severas, principalmente se
CATEGORIA 4 envolvem a superficie mucosa, porém, respeitando a lamina prépria

CATEGORIA 5 Neoplasia invasiva. O carcinoma invade através da membrana basal das
glandulas na lamina propria, porém nao invadem a submucosa

No EB com displasia de baixo grau, ndo ha perda de polaridade dos
nucleos, ha reducao do numero de células caliciformes, porém o estroma entre as
células esta presente. A perda da maturacdo epitelial é caracterizada pela
presenca de nucleos proporcionalmente maiores na superficie da mucosa. A
displasia de alto grau, a perda de maturacao epitelial é evidente. Ha alteracao da
arquitetura da mucosa com ramificacdo das criptas e superficie viliforme. Os
nucleos tém maior pleomorfismo e hipercromasia, as altera¢des histoldégicas séo

similares ao carcinoma intramucoso (RODRIGUES, 2004).
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A distribuicao de displasias de alto grau pode ser unifocal ou multifocal,
podendo dar origem a carcinomas de localizacdes variadas no es6fago. (DAR,

GOLDBLUM, RICE et al., 2003).

1.6 PROGRESSAO DO ADENOCARCINOMA DO ESOFAGO

Na atualidade admite-se que o EB é uma condicdo adquirida, sendo
identificado na maioria das vezes na por¢ao distal do eséfago, corroborando o fato
de que o refluxo do conteddo gastroduodenal é fundamental para o seu

desenvolvimento.

O EB é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento do
adenocarcinoma da juncdo esbfago-gastrica. Estima-se que a incidéncia de
adenocarcinoma no EB seja de 30 a 125 vezes maior que na populacdo geral,
com uma incidéncia de 0,2 a 2,1% ao ano, ou de 1:52 a 1:441 pacientes novos por

ano de seguimento (DREWITZ, SAMPLINER,GAREWAL et al., 1997).

Na ultima década foi registrado crescimento da incidéncia de
adenocarcinoma esofagico nos paises ocidentais, sendo o EB encontrado em
1,6% da populacdo geral (RONKAINEN et al. 2005) com evolucao natural para
displasia de baixo e alto graus em tecido metaplasico e adenocarcinoma em até
1:52 pacientes (FLEJOU et al. 2007). Somando-se a isto, 0 amplo emprego de
solugées conservantes a base de nitrito / nitrato nos alimentos para sua
conservacao e consumo serem capazes de desenvolverem agressdes aos tecidos

com alteracdes importantes com seu uso continuado.

O adenocarcinoma do eséfago tem incidéncia de crescimento maior
que tumores do colo-reto, pulmao, préstata e pele (melanoma) nos ultimos 20

anos em homens brancos no Reino Unido e nos Estados Unidos, sendo que
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nestes paises, 0 adenocarcinoma € mais freqlente que o carcinoma espinocelular.
Enquanto que no mundo a razao de crescimento do adenocarcinoma é da ordem
de 1%, nos EUA e Europa é de 20% .A maioria dos adenocarcinomas se
desenvolvem sobre o eséfago de Barrett, que por sua vez é causado pela doenca
do refluxo gastro-esofdgico. A DRGE acomete 20% da populagdo americana,
enquanto o EB é encontrado em 5% dos pacientes que se submetem a

endoscopia por DRGE. (ODZE, 2008).

Assim, a maior prevaléncia do es6fago de Barrett e sua indiscutivel
porcentagem de malignizagdo, a caréncia de estudos interrelacionando as
observacdes mencionadas e a possibilidade de esclarecer duvidas da interacao
destes componentes no ambito clinico e experimental, motivaram a realizacao de
estudos da associacao destes dois fatores agressivos a mucosa esofagica quando
presentes simultaneamente por longo tempo.Trata-se de pesquisa experimental,
pela dificuldade débvia de seres humanos serem objetos de experimentos e a
possibilidade de pesquisa em animais de laboratério servirem como alternativa
segura, reproduzivel para se obter respostas em relacdo ao processo
carcinogénico. Aliado ao trabalho experimental, que foi o objetivo principal, a
extensa revisdo bibliografica, traz ao leitor, atualizagdo inequivoca para

conclusdes sobre a questao.
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2. Objetivo



Os objetivos do presente trabalho de natureza experimental foram de

analisar:

As alteragbes histopatoldégicas do esbfago distal de ratos,
submetidos ao refluxo duodeno-eséfago-gastrico por longo tempo;

As alteragdes histopatoldgicas produzidas no es6fago distal de ratos,
submetidos ao refluxo duodeno-es6fago-gastrico e administracao
continuada de nitrito de sodio por longo tempo e sua contribuicao

para o desenvolvimento de displasia e adenocarcinoma;

Os graus de displasia produzidos no esb6fago distal de ratos
submetidos ao refluxo duodeno-esbéfago-gastrico e ingestdo de
nitritos, e correlacionar os achados com a classificacao de Viena.
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3.1. ANIMAIS

Esta pesquisa recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Cirurgia
Experimental Animal do Instituto de Biologia da Unicamp, sob protocolo niumero
856-1 de 06/07/2005 e foi desenvolvida no Laboratério de Enzimologia e
Carcinogénse Experimental do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental

(NMCE) da UNICAMP.

Foram utilizados 60 ratos da ragca WISTAR (Ratus norvegicus albinus,

Rodentia, Mammalia), machos, com cerca de trés meses de idade e peso variavel
entre 220 e 320 gr., fornecidos pelo CEMIB, Centro de Bioterismo da UNICAMP,
conforme a necessidade da pesquisa e considerados saudaveis e livres de

doencas especificas (“S.P.F. Specific Pathogen Free”).

Os animais foram mantidos em temperatura ambiente controlada, em
ciclos diurnos de luz, recebendo alimentacdo espontanea (Purina Nutrimentos

Ltda.) e livre por periodo de cinco dias até o inicio do experimento.

3.2. GRUPOS DE ANIMAIS e TEMPO DE OBSERVACAO

Os animais foram divididos em quatro grupos distintos.

Grupo 1 (G1) composto por 10 (dez) animais considerados controles e

submetidos a dieta padrao e agua filtrada, sem cirurgia ;

Grupo 2 (G2) composto por 10 (dez) animais controles mantidos com

racao padrao + 4gua filtrada + nitrito de sodio, sem cirurgia;

Grupo 3 (G3) composto por 20 (vinte) ratos submetidos a anastomose

duodeno-eséfago-gastrica (ADEG), tratados com ragao padrao + agua filtrada.
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Grupo 4 (G4) composto por 20 (vinte) animais, submetidos a
anastomose duodeno-esb6fago-gastrica (ADEG) e tratados com racao padrdao +

agua filtrada + nitrito de sédio.

O tempo de observacao dos grupos de animais totalizou 42 (quarenta e

duas) semanas.

3.3 DROGAS E CONCENTRACOES UTILIZADAS

O nitrito de sodio foi obtido comercialmente (Reagentes Ecibra), na

forma de pé e a concentragao utilizada foi de 750 mg/litro.

A anestesia dos animais foi com pentobarbital sédico na concentracao

de 30 mg / kg e manutencao venosa com solugéao de Ringer-Lactato.

3.4 MATERIAIS CIRURGICOS

Os materiais cirurgicos utilizados nos procedimentos foram

a) Prancha de cirurgia com fixadores elasticos

b) Materiais cirdrgicos delicados, utilizados em cirurgia infantil. Bisturi
cabo 3 com lamina 15, Pincas anatémicas e dente de rato com 14
cm de comprimento, tesoura de Metzembaum 14 cm e tesoura reta
com 16 cm, pincas mosquito e porta-agulhas delicado com ponta
de videa, afastador auto-estatico infantil.

c) Fio de polipropileno 6-0 com agulha vascular (cilindrica curva ) de
1 cm para duodeno-esofago-gastroanastomose.

d) Fio de polipropileno 4-0 para fechamento da parede abdominal do

animal

e) Lupa e foco cirargico
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3.5 QUANTIFICACAO DO VOLUME DIARIO INGERIDO PELOS ANIMAIS

Foram selecionados aleatoriamente 6 (seis) animais com pesos entre
250 e 350 gramas (peso médio de 305 g) e calculada a ingestao diaria individual
de agua filtrada por uma semana, obtendo-se a media de cerca de 40 ml / dia/rato,

conforme metodologia utilizada por ANDREOLLO(1994).

3.6 PREPARO DAS SOLUCOES

As solucdes de nitrito de sddio foram preparadas com agua filtrada, na
proporcdo de 750 mg /1000ml, ou seja, 0,75 mg / ml. Considerando que a
ingestao média foi de 40 ml/ dia, portanto: 0,75 x 40 = 30 mg / rato/ dia.

Durante todo o experimento, foi calculado a quantidade ingerida de
nitrito de sdédio por animal, sendo: 30 mg / dia / rato ou 210 mg / semana ou no

tempo total de 42 semanas 210 x 42 = 8820 mg/ rato em média.

3.7 PROCEDIMENTOS REALIZADOS NOS ANIMAIS

Os procedimentos cirdrgicos seguiram a técnica regrada e com respeito

a anatomia animal (ROWETT, 1957; WAYNFORTH, 1980).

Conforme padronizagdo, os procedimentos nos animais operados

foram:

a) Os animais foram pesados e acondicionados em gaiolas préprias,
contendo no maximo 4 animais em cada uma e devidamente

identificados. O tempo de jejum foi de 12 h aproximadamente

b) Anestesia feita com pentobarbital sédico (30 mg / Kg peso),
injetada na veia dorsal da cauda do animal
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c) Colocagdo em decubito dorsal sobre a prancha de cirurgia e
imobilizagdo dos quatro membros.

d) Tricotomia dos pelos abdominais
e) Assepsia abdominal com solucao de iodo-povidine.
f)  Colocagédo de campo fenestrado esterilizado

g) Abertura mediana da cavidade abdominal, numa extenséo
aproximada de 3 cm a partir do apéndice xiféide.

h) Colocacao de afastador auto-estatico pediatrico para exposicao da

cavidade.

i) Doses subsequentes de anestésico foram ministradas no decorrer
da cirurgia, conforme a necessidade individual

3.8 ANASTOMOSE DUODENO-ESOFAGO-GASTRICA

1. ldentificacdo do eséfago, estbmago e duodeno

2. Abertura longitudinal de aproximadamente 0,8 cm de extensdo na
transicdo es6fago-gastrica com bisturi lamina 11, sendo 0,5 cm no
es6fago e 0,3 cm no estomago, pela suas faces anteriores,
seccionando-se, desta forma, o esfincter inferior do eséfago (EIE) e

preservando 0s nervos vagos anterior e posterior.

3. Mobilizacdo do duodeno de tal modo que possa se sobrepor a area
incisada do esb6fago e estomago, fazendo abertura longitudinal com
a mesma extensao (0,8 cm) na borda contra mesenterial da alga

intestinal, distante aproximadamente 3 cm do piloro.

4. Anastomose duodeno-es6fago-gastrica latero-lateral em plano Unico
com fio tipo polipropileno 6-0 com sutura continua, promovendo

assim ampla anastomose anisoperistaltica
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5. Reviséo e limpeza da cavidade e fechamento da parede abdominal
utilizando sutura continua de fio polipropileno 4-0 e em seguida

fechamento da pele com pontos intradérmicos com este mesmo fio.
A anastomose duodeno-esodfago-gastrica latero-lateral realizada seguiu
o modelo proposto por CHEN et al. (1999), conforme Figural abaixo, e sua

execucao demonstrada nas Figuras 2,3 e 4, a seguir.

Figura 1: llustracdo da anastomose duodeno-eséfago-
gastrica latero-lateral.
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Figura 2: Mostra a anatomia normal do animal,
com visao panoramica do acesso cirurgico.
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Figura 3: Mostra a exposi¢éo da luz da transi¢ao do
esOfago e estdmago, ap6s a abertura da parede
anterior longitudinalmente.
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Figura 4: Mostra detalhe da anastomose duodeno-
esbfago-gastrica latero-lateral.
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Figura 5: Mostra detalhe do fechamento posterior da
anastomose duodeno-esb6fago-gastrica. Note-se a
nitida diferenca da transicdo esbfago-gastrica
(Linha “27).
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3.9 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Os animais depois da cirurgia permaneceram em suas gaiolas, sendo
que apés 4 h. foi-lhes oferecido agua filtrada “ad libitum”, e realimentados com
racao normal (Purina Nutrimentos Ltda.) para a espécie apos 24 h. Apés 72 h.
passaram a receber as solu¢des preconizadas para cada grupo, ou seja G3 agua
filtrada e G4 agua com solucdo de nitrito de sédio, até o fim do experimento,
conforme protocolo estabelecido. O G2 nao foi operado e recebeu agua filtrada
com nitrito por 42 semanas. O G1 nao foi operado e recebeu dieta normal + agua

filtrada durante o0 mesmo periodo.

As solugdes estavam acondicionadas em bebedouros de vidro,
apropriados, devidamente presos a gaiola evitando desperdicios. Os animais
receberam exclusivamente esta solucao durante o experimento, sendo renovadas
a cada dois dias por Técnico de Laboratério do Biotério capacitado para esta

tarefa.

3.10 TEMPO DE OBSERVACAO E ESTUDO DOS ANIMAIS

Durante o tempo de observacao dos animais até a eutanasia e remocao
das pecas para estudos histopatolégicos, faleceram 3 (trés) animais de causas
desconhecidas, sendo 1 (um) animal do G3 e 2 (dois) animais do G4. Os demais

animais foram observados por 42 semanas.

3.11 CONTROLE DE INGESTAO DAS SOLUCOES

O controle da ingestdo de solugdes e coleta do volume ingerido em

cada gaiola foi feito a cada dois dias pelo Técnico de Laboratério do Biotério do
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NMCE, devidamente treinado e orientado. Os volumes ingeridos foram
devidamente anotados e em planilha apropriada, calculando-se o volume ingerido
por animal. O volume individual foi obtido dividindo-se o volume total ingerido pelo
namero de ratos em cada gaiola. Os ratos que foram submetidos a ingestao de
agua sem nitrito, também foi respeitado este procedimento. E desta forma também
se obteve a média da ingestao de nitrito de sddio / por rato / por dia, até o fim do

experimento.

3.12 COLETA DAS PECAS CIRURGICAS

Ao término do periodo de observacdo e estudo, cada animal foi
repesado para obtencdo do seu peso final. Em seguida, foram anestesiados,
colocados na prancha cirdrgica, imobilizados e tiveram seus abdomens reabertos,
com 0s mesmos procedimentos de técnica cirurgica ja anteriormente relatados.
Apoés a reabertura da cavidade foi feito inventario minucioso, observando-se as
visceras, a procura de quaisquer anormalidades. Foram feitas lises de aderéncia e
bridas eventuais e posteriormente ressecados em bloco, retirando-se desde 1 cm
de esb6fago proximal a anastomose, o estbmago na sua totalidade, até a 2 cm do
duodeno distal a anastomose, incluindo portanto toda anastomose duodeo-
esbfago-gastrica. Em seguida, a peca foi lavada com soro fisiolégico a 0,9% e

colocada em cuba.

3.13 ANALISE MACROSCOPICA

As pecas foram analisadas externa e internamente. A abertura de todas

as camadas deu-se de forma padronizada, através da grande curvatura do
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estomago estendendo-se cranialmente no eséfago, de tal forma a se obter plena

visdo da area da anastomose.

3.14 ANALISE MICROSCOPICA

Todas as pecas cirurgicas foram fotografadas previamente. O material
foi fixado em formalina a 10% durante, pelo menos, 12 horas e submetido a

processamento histolégico no Laboratério de Anatomia Patolégica do NMCE.

Apoés a fixagdo em formalina tamponada a 10%, os espécimes foram
desidratados em baterias de alcool e xilol. Apds diafanacao, foram incluidos em
parafina, cortados em micr6tomo com espessura de 5 mm cada e corados pela
hematoxilina-eosina (HE). A analise microscopica das altera¢cdes encontradas foi
feita pela Profa. Dra. Luciana Rodrigues Meirelles, Professora Assistente Doutora

do Departamento de Anatomia Patolégica da UNICAMP.

Foi realizada analisando-se a presenca de esofagite e a sua
intensidade (ausente, leve, moderada ou intensa), metaplasia intestinal (ausente
ou presente), eso6fago de Barrett (ausente, Barrett sem displasia, com displasia
de baixo grau, displasia de baixo grau e adenocarcinoma invasivo) e a
classificacao de Viena (categorias de 1 a 5), sendo que foram feitas as
comparacoes entre 0os grupos de estudos. Os resultados foram discriminados em

tabelas e graficos.
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3.15. METODOLOGIA ESTATISTICA

No célculo da diferenca de peso dos animais foi empregado o teste
ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. As alteracbes
histopatolégicas encontradas nos grupos foram comparadas utilizando o teste
Exato de Fisher (ALTMAN, 1991). O nivel de significancia assumido foi de 5%. O

software utilizado para analise foi o SAS versao 9.1.3.
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4. Resultados



4.1 PESO DOS ANIMAIS

Foram calculados média, desvio-padrao, valores minimos e maximos

do peso dos ratos estudados, conforme Tabela 2, a seguir:

Tabela 2: Peso dos ratos (em gramas) conforme grupos de estudo

Grupos de n Média de Desvi~o- F"e_so F,'e_so
ratos pesos padrao minimo maximo
G1 10 535.6 13.83 510 558
G2 10 490.0 8.88 477 505
G3 19 470.58 100.13 342 701
G4 18 427.22 69.62 296 552
Comparacgdes

ANOVA p=0.0028 (p<0,05)

Teste de Tukey:

G1XG3 p=0.0016 - p<0,05

demais comparagdes entre 0s grupos - p > 0.05

Foram verificadas diferencas significativas (p = 0,0016) e o teste de
comparagcées multiplas de Tukey revelou que os animais de G1 e GS3
apresentaram pesos diferentes, e os demais grupos nao apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05). Embora os animais do G4 apresentassem peso inferior ao
G3, nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre eles (p =

0,1222 — p > 0,05).

4.2 ANALISE MACROSCOPICA

Nos grupos G1 e G2 nado foram observadas alteragbes macroscopicas

evidentes.
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No grupo G3 foi observado alteracdo de coloragdo mucosa nos animais

5,14,17 e 19 e presenca de hiperemia e edema nos animais 17 e 19.

No grupo G4, foi observado hiperemia leve nos animais 1, 2, 3, 8 e 9.
Os ratos 7,12,13 e 17 apresentaram Ulceras no local da anastomose (4/18 =

22,2%). Os outros espécimes apresentaram sinais de edema local.
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Figura 6 (esquerda) Peca retirada em monobloco e Figura 7 (direita) Abertura
através da grande curvatura, expondo a area de anastomose (seta grande).

4.3 ANALISE MICROSCOPICA
4.3.1 INTENSIDADE DA ESOFAGITE

A tabela 3 e o Grafico 1 abaixo resumem as alteragées encontradas,

conforme os grupos.
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Tabela 3: Intensidade da esofagite conforme os grupos

G1 G2 G3 G4 valor-p
ESOFAGITE (10 animais) (10 animais) (19 animais) (18 animais)
N % N % N % N % < 0.0001
AUSENTE 10 100.0 10 100.0 6 31.6 8 44 .4
LEVE 0 00 O 0.0 9 47.4 1 5.6
MODERADA 0 00 O 0.0 2 10.5 0 0.0
INTENSA 0 00 O 0.0 2 10.5 9 50.0
COMPARACOES P
G3 x G2 0.0012 p<0,05
G4 x G2 0.0035 p<0,05
G3x G4 0.0017 p<0,05

Note-se que no grupo de animais ndo operados nao foi registrado
nenhum animal com esofagite (Figura 5). Porém no grupo de operados, com e
sem ingestdo de nitrito de sodio, foi registrado esofagite em intensidades
variaveis. No G3 a esofagite foi ausente em 31,6% dos animais, sendo leve e
moderada na maioria deles (57,9%) e intensa em apenas 10,5% (Figura 6). Por

outro lado, no G4 a esofagite encontrada foi intensa em 50 % dos animais.

Foram observadas diferencas estatisticas significativas nos grupos

operados e os controles. (Tabela 3).
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Grafico 1: Distribuicdo percentual de esofagite segundo grupos de estudo

Figura 8: Aspecto histoldgico do
mostrando juncao esbfago-gastrica

animal 5 do grupo G1,
normal (HE 200x)
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Figura 9: Aspecto histolégico mostrando esofagité
erosiva Intensa correspondente ao animal 19 do grupo
G3 (HE 200x)

4.3.2 METAPLASIA INTESTINAL

A Tabela 4 e o Gréafico 4 resumem as alteracbes encontradas no

grupos.
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Tabela 4: A metaplasia intestinal segundo os grupos

G1 G2 G3 G4
METAPLASIA (10 animais) (10 animais) (19 animais) (18 animais) 7
n % n % n % n % < 0.0001

Ausente 10 100.0 10 100.0 14 73.7 5 27.8

Presente 0 0.0 0 0.0 5 26.3 13 72.2
COMPARACOES P

G3 x G2 0.1336 (p>0,05)

G4 x G2 0.0039 (p<0,05)

G3 x G4 0.0001 (p<0,05)




Notar que nos animais ndo operados (G1 e G2) ndo foi encontrado
metaplasia intestinal (Grafico 2). A metaplasia intestinal (Figuras 7 e 8) apenas foi

registrada nos animais operados (G3 e G4), respectivamente, 26,3% €72, 2%

Portanto, foram observadas diferencas estatisticas significativas entre
0s grupos, sendo que na comparagdo G3 versus G4 o valor de p foi muito

significativo (p=0.0001 — p<0,05) (Tabela 4).

100% -
90% - 100% 100%
80% -
70% -
60% - oGrupo 1
B Grupo 2
50% -
BGrupo 3
40% - BGrupo4
30% -
20% -
10%
0% - ;
Sem Metaplasia Com Metaplasia

Grafico 2 — Distribuicao percentual de metaplasia segundo grupos de estudo
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Figura 10: Aspecto histolégico mostrando metaplasia
correspondente ao animal 14 do grupo G3. (HE 200x)

4.3.3 ESOFAGO DE BARRETT, DISPLASIA E ADENOCARCINOMA

A Tabela 5 e o Gréafico 3 resumem os resultados histopatolégicos

encontrados entre os grupos estudados.
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Tabela 5: Estudos histopatol6gicos nos grupos e andlise estatistica comparativa.

histoE:;:‘O"l'g;icos (10 aﬁi1mais) (10 animais) (19 animais) (18 aﬁi‘:nais) < 0_';001
n % n % n % n %

Sem Barrett 10 (100.0) 10 (100.0) 14 (73.7) 5 (27.8)
Barrett sem displasia 0 0.0 0 0.0 5 (26.3) 1 (5.6)
Barrett + DBG 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 (5.6)
Barrett + displasia indefinida 0 0.0 0 0.0 0 0.0 5 (27,8)
Sjgne;;rgﬁ‘fm} 0 0.0 0 0.0 0 0.0 6 (33,3)
Comparacoes P

G3 x G2 0.1336 (p>0,05)

G4 x G2 0.0031 (p<0,05)

G3 x G4 0.0001 (p<0,05)

OBS: os resultados histopatoldgicos do G2 foram idénticos ao G1

* um adenocarcinoma moderadamente diferenciado invadido até muscular, quatro moderadamente diferenciados invadido adventicia e um mucinoso invadido

adventicia



Notar que a ocorréncia de es6fago de Barrett foi registrada apenas nos
grupos operados (G3 e G4). E a displasia de baixo grau, de algo grau e o
adenocarcinoma foram encontrados nos animais operados que receberam nitrito

de sédio (G4).

Portanto, foram observadas diferengas estatisticas significativas entre
os grupos. Entres os G3 e G2 nao houve diferenca significativa. E nao foi possivel
definir o grau de displasia em 27,8% dos casos no G4. Em 6 (seis) animais do G4
(33,3%) foram registrados displasia de alto grau e o adenocarcinoma invasivo.
Dentre os adenocarcinomas, em 5 (cinco) animais o adenocarcinoma foi
moderadamente diferenciado (um invadindo a camada muscular e quadro
invadindo até a adventicia) e o ultimo foi adenocarcinoma mucinoso invadindo

também a adventicia.

Devemos ressaltar que apenas o fator refluxo nao levou a displasia. Foi

necessaria a presenca do nitrito para ocorrer a alteracao da arquitetura celular.

Esb6fago de Barrett
- G = G2
o (53 = G4
100,0 100,0
100,0
80,0 - 73,7
60,0 -
40,0 33,3
278 26,3 27,8 ’
20,0
6 5,6 I l
0.0 - -‘B tt + indefinid
Sem Barrett Barrett sem Barrett + DBG o "ot + Indetint oBarrett +DAG +
displasia Para displasia carcinoma

Grafico 3: Distribuicdo percentual de es6fago de Barrett segundo grupos de estudo
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Figura 11: Aspecto histologico correspondente ao animal 11 do grupo
G4, mostrando jungdo esofagogastrica com metaplasia intestinal
(mucosa do tipo Barrett) (HE 200 x)

4.3.4 CLASSIFICACAO DE VIENA.

A tabela 6 e o Grafico 4 resumem os resultados encontrados nos

grupos de animais.
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Tabela 6 - Classificagéo de Viena, conforme os grupos de estudo e analise estatistica.

CLASSIFICACAO G1 G2 G3 G4
DE VIENA (10 animais) (10 animais) (19 animais) (18 animais) P
n % n % n % n % < 0.0001

Categoria 1 10 (100.0) 10 (100.0) 19 (100.0) 6 (33.3)
Categoria 2 0 0.0 0 0.0 0 0.0 5 (27.8)
Categoria 3 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 (5.6)
Categoria 5 0 0.0 0 0.0 0 0.0 6 (33.3)
Comparacbes P

G3x G2 Ns (p>0,05)

G4 x G2 0.0015 (p<0,05)

G3x G4 0.0001 (p<0,05)

ns = n&o significante



Note-se que ocorreram diferencas estatisticas significativas entre os
grupos. O G1, G2 e G3 concentraram-se na categoria 1 de Viena (Figura 9),

exceto o G4 que mostrou categorias 2, 3 e 5. (Figuras 10, 11,12 e 13)

Classificacao de Viena
o
Y 100.0 100.0 100.0
100.0 -
80.0 |
60.0 |
| 33.3
40.0 27.8
20.0 |
0.0 0.000 0.0 0.0 0.0 . 0.0 0.000
0.0 ‘ e
Categoria 1 Categoria 2 Categoria3 Categoria 5
BG1 B G2
BG3 BG4

Grafico 4: Distribuicdo percentual de categorias VIENA segundo grupos de estudo

Figura 12: Aspecto histologico correspondendo ao exame do
animal 5 do G1 negativo para displasia (Categoria 1de Viena),
HE 100 xs
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Figura 13: Aspecto histolégico correspondendo ao exame do
animal 11 do G4 Indefinido para displasia (Categoria 2 de

Viena) HE 200 x

Figura 14: Aspecto histologico correspondendo ao exame do
animal 16 do G4, mostrando displasia de baixo grau (DBG)
(Categoria 3 de Viena) HE 200 X
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Figura 15: Aspecto histologico panoramico visualizando
epitélio estratificado, epitélio tipo Barrett e carcinoma invasivo
correspondente ao rato 13 do G4 (Categoria 5 de Viena) HE
100).
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Figura 16: Aspecto histoldgico correspondendo ao exame do
animal 15 do G4 mostrando Neoplasia invasiva (Categoria 5
de Viena) HE 200 x
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5. Discussao



A maioria dos estudos de Carcinogénese gastrica e esofagica foram
realizados a partir da década de 70 e o animal mais utilizado é o rato ou o
camundongo, que, por serem de pequeno porte, podem ser empregados em
grande quantidade, ocupando pouco espacgo no biotério, diminuindo sobremaneira

os custos de manutencado (BRALOW, 1972)

A utilizagcdo de modelos experimentais para estudos de etiopatogenia
do cancer do aparelho digestivo apresenta dificuldades de ordem técnica na
realizacdo dos diversos tipos de procedimentos. Sdo animais de pequeno
tamanho, a maioria deles com cerca de 300 gramas de peso, cujo didmetro das
visceras é bem reduzido, tornando dificil a realizacdo das anastomoses. Além
disso, o animal é sensivel ao excesso de anestésico, de modo que o pesquisador
deve executar o procedimento proposto no tempo mais curto possivel, com técnica

esmerada, caso contrario o animal ndo sobrevivera.

O tempo que o animal permanece em observacao deve ser longo para
que se obtenham os resultados desejados e estes animais tém vida muito curta,
ou seja, com frequiéncia, durante os estudos os animais falecem de morte natural.
Ou, devido estarem sendo tratados com carcinégenos quimicos potentes, vém a

falecer em decorréncia da toxicidade da prépria droga.

Os carcindbgenos sao mais comumente administrados por via oral,
embora possam ser empregados também por via parenteral. Na maioria das vezes
€ dado ao animal junto com a agua ingerida ou excepcionalmente adicionado a
racdo ou outros alimentos. Em decorréncia disto, o pesquisador fica obrigado a
realizar calculos exatos de valores e basear-se na quantidade de agua ingerida

diariamente por animal, durante todo periodo de estudo e, além disso, controlar a
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sua variacao de peso para estabelecer as concentracées das drogas em meio

aquoso a serem administradas.

Outro aspecto importante a ser lembrado € que as interpretacdes dos
resultados dos testes efetuados dependem do tempo do tratamento e das
guantidades e concentra¢des das drogas ministradas. Assim, estes valores devem
ser minuciosamente monitorados para cada animal ou grupo de animais ao longo
do estudo e como sao estudos de longa duragao, nao sao simples ou faceis estes
controles. Naturalmente que, nas comparacdes dos resultados entre as varias
pesquisas similares para obtencdo de conclusdes, sdo fatores que devem ser

considerados. (ANDREOLLO, 1994)

POZHARISSKY (1973) demonstrou que o adenocarcinoma nao ocorre
naturalmente no eséfago de ratos. Os tumores mais comuns encontrados em ratos
sao papilomas pediculados, geralmente sustentados por um pediculo delgado e
outras formas de tumores como o0s carcinoma “in situ” (de células basais e
escamosas). Entre os tumores ndo epiteliais, encontramos os rabdomiomas e

rabdomiosarcomas e os sarcomas que foram induzidos por VALADE em 1937.

Os modelos experimentais de refluxo gastrico e duodenal para produzir
esb6fago de Barrett e o adenocarcinoma no eséfago sdo muito conhecidos héa
anos, utilizando ou ndo carcinégenos. Alguns autores como ATTWOOD et al.
1992; GOLDSTEIN,1997; PERA, GRANDE, GELABERT, et al., 1998, preferiram
utilizar a gastrectomia total e outros realizar procedimentos que facilitem o refluxo

gastrico, biliar ou bilio-pancreatico ao es6fago.

ATTWOOD et al., 1992; PERA et al.,1993; MIWA et al., 1996; PERA et
al. 1998 e CHEN et al. em 1999, utilizaram em um grupo de ratos Sprague-

Dawley a anastomose duodeno-gastro-esofagica, semelhante a que foi utilizada
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nesta pesquisa, e observando os animais durante 30 semanas, registraram
apenas um animal com adenocarcinoma. Entretanto, quando associaram
carcindgenos (2-6-dimethylnitrosomorproline e methyl-n-amylnitrosamine) a outro
grupo de animais, também operados pela mesma técnica, registraram elevada

ocorréncia de tanto de carcinoma espinocelular como de adenocarcinoma.

Varios agentes tém sido implicados na predisposicao ao
desenvolvimento do EB. A secrecdo &cida talvez seja a mais comumente
envolvida, apesar de estudos terem demonstrado que a quantidade de acido
presente no EB é semelhante aquela encontrada nas esofagites graves por
refluxo. A secrecdo duodenal e a alcalinizagao do eséfago distal tém sido também
relacionadas, a partir de pesquisas com animais € em pacientes submetidos a
gastrectomia total, confirmando estudos que associaram pH alcalino no eséfago
distal a esofagites tdo intensas quanto aquelas produzidas pelo acido. Além disso,
ha pesquisas que demonstram que o refluxo de acidos biliares e de enzimas
pancreaticas potencializam os danos causados inicialmente pelo acido ao epitélio

esofagico (HIROTA et al., 1999).

A literatura demonstra que o desenvolvimento de adenocarcinoma no
EB esta associado com a perda de alelos que incluem genes de supressao
tumoral. Fortes evidéncias sugerem que o alvo da perda dos alelos do
cromossomo 17p é o gene de supressao tumoral p53, que se encontra ausente ou
mutado em varios tumores do aparelho digestivo. O p53 é um componente da
transducéao celular que responde a danos no DNA celular, impedindo que o ciclo
avance além de G1. Células que perdem o p53 atingem a fase S de maneira
inadequada e estariam predispostas a instabilidade genémica. Mutagdes do gene
p53 normalmente prolongam a vida média de seu produto, a proteina p53, cuja

deteccgéo é possivel por meio de estudos imunoistoquimicos ou citometria de fluxo.
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A identificacdo da proteina p53 no adenocarcinoma de eséfago varia de 53% a

87% (FLEJOU et al., 1993; OBERG, OBERG, CLARK, et al. em 1998).

A acdo isolada do acido no esb6fago distal ndo traria prejuizos a mucosa
esofagiana, entretanto, combinado a pepsina, 0s danos a mucosa sao
substanciais. No momento, as evidenciais apontam que o refluxo do suco gastrico
ndo é o principal causador da metaplasia intestinal, porém pode ser
responsabilizado pelo epitélio colunar. Por outro lado, o suco duodenal, contendo
sais biliares, isolecitinas e enzimas pancreaticas certamente tem papel de
destaque no desenvolvimento da metaplasia intestinal e sua degeneracao
maligna. As acdes nocivas da tripsina e pepsina sobre a mucosa esofagiana
podem estar relacionadas as propriedades proteoliticas de ambas que, em pH
adequado, comprometem substancias intracelulares causando danos significativos
as células epiteliais. E conhecido que os sais biliares comprometem a membrana
celular e as organelas intracelulares, entretanto, esta alteracao parece depender
da presenca do acido, o qual atuaria ativando agentes como o pepsinogénio, ou
aumentando a capacidade dos sais biliares de penetrarem na mucosa. Assim, a
ocorréncia de refluxo misto, tanto 4cido como alcalino, tem incidéncia elevada de
lesbes na mucosa esofagica. Além disso, os sais biliares nao conjugados causam
maiores danos a mucosa esofagica do que os sais biliares conjugados. A terapia
medicamentosa prolongada empregada na supressao de acido causa hipocloridria
e proliferacdo bacteriana, a qual levaria a desconjugacédo dos acidos biliares no
estbmago. Os acidos biliares ndo conjugados habitualmente precipitam em pH
acido, porém, devido a supressao da producao de acido, permanecem sollveis e,
portanto contribuem para agravar a lesdo da mucosa esofagica (OBERG, 1998). O

estudo dos constituintes do muco do sistema digestivo também tem mostrado
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variagdes que poderiam ser utilizadas como fatores prognésticos no EB (de Faria

PC Jr, 2007).

OBERG, JOHANSSON, WENNER, et al. em 2001 verificaram em
estudos clinicos que a prevaléncia de células caliciformes (metaplasicas)
correspondia a 30% do total das células em pacientes com 1 a 2 cm de esbéfago
colunar (EB extra-curto), enquanto era de aproximadamente 90% quando o EB

atingia extensao de aproximadamente 6cm. (EB longo).

Embora a sequiéncia displasia de baixo grau - displasia de alto grau-
carcinoma seja a mais comum, pode ocorrer evolucdo direta de metaplasia para

carcinoma, como demonstra SCHNELL, SONTAG, CHEJFEC, et al. em 2001.

Quanto aos nitritos, a chave para que juntamente com Oxidos de
nitrogénio formem as substancias denominadas n-nitroso compostos ou
nitrosaminas propriamente ditas, decorre da interacdo com aminoacidos
secundarios e terciarios. Portanto, o exame de alimentos para deteccdo da
presenca de compostos n-nitrosos, tem sido preconizado naqueles que contém
nitritos ou os quais tém sido expostos aos 6xidos de nitrogénio (REED, 1986;

LIJINSKY, 1999).

Os compostos n-nitrosos promovem o desenvolvimento de carcinomas
mediante mutacéao celular, comportam-se como agentes alquilantes e reagem com
proteinas e acidos nucléicos do DNA celular, além de promoverem modificacoes
nas estruturas das bases puricas e pirimidicas. Desta forma causam profunda
alteragéo tanto no nucleo como nas demais estruturas celulares (LIJINSKY, 1999;

JAKSZYN &, GONZALEZ 2006).

O tempo de acompanhamento da injuria ao tecido é fundamental nas

alteracdes celulares, por isso foi desenvolvida esta pesquisa com os ratos Wistar,

Discussao
-B7 -



durante de 42 semanas, equivalendo a 1260 semanas de vida humana (1:30)
segundo SIMMS. PECKHAM (1980) e KLEE, HOOVER, MITCHEL et al. 1990,
referem que 2,5 anos de vida do animal equivalem a 75 anos do ser humano.
Portanto em equivaléncia aproximada, o periodo de 42 semanas no animal

corresponde a 24 anos de seguimento do ser humano.

Este estudo experimental teve por objetivo criar uma situacao de refluxo
duodeno-eséfago-gastrico crénico com consequiente aparecimento de metaplasia
intestinal, com ou sem displasia, e estudar a influencia do nitrito de sodio por
tempo longo, em doses que séo utilizadas como conservantes de alimentos,
analisando sua interferéncia. Foi observado que os animais nao operados (G1 e
G2) nao desenvolveram metaplasia intestinal, comprovando ser fundamental que

haja refluxo gastro-entérico para que ocorra esta alteracao histopatologica.

A associagao entre a cirurgia que promove o refluxo com consequente
banho de refluxo misto gastro- bileo- pancreético, associado ao nitrito promoveu
intensa reacao tecidual com quadros de esofagite ulcerativa, displasia de baixo e
alto graus e adenocarcinoma invasivo, comprometendo 62% das amostras.
Portanto, é inequivoco que a agressao ao esbfago terminal foi estatisticamente
significativa quando utilizado o nitrito de So6dio em ambiente submetido a refluxo

misto cronico.

Nos animais G3 a presenca de refluxo duodeno-esbéfago-gastrico foi
capaz de promover a presenca de metaplasia intestinal, porém, nao evoluiu para
carcinoma. Nos animais submetidos ao refluxo e ingestao de nitrito de sédio (G4),
foram constatados tanto a presenca de EB com displasia de alto grau, como de
adenocarcinoma invasivo. Portanto, nossa hipétese é que o refluxo do conteudo

duodenal e gastrico propiciou o aparecimento do esbéfago de Barrett, uma vez que
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também os animais operados sem ingestdo de nitritos apresentaram 26,3% de
ocorréncia deste epitélio metaplasico. E o nitrito de sédio pode ter contribuido para
a formacao de algum composto n-nitroso no modelo experimental (animais G4), o

qual por sua vez promoveu o desenvolvimento do adenocarcinoma.

Na revisdo de literatura, em estudos clinicos bem conduzidos, CLARK,
SMYRK, BURSILES et al., 1994 e CAMERON,LOMBQY, PERA et al. em 1995
realizaram estudos microscopicos de tumores da transicdo esb6fago-gastrica e
demonstraram areas de epitélio metaplasico nos adenocarcinomas da regido.
CLARK et al. em 1994, registraram epitélio metaplasico em 42% de tumores da
cardia e em 79% dos tumores localizados no esbéfago inferior e 5% dos tumores
imediatamente abaixo da cardia, concluindo que quase 50% dos tumores da
cardia pode ser originaria de esbéfago de Barrett curto ndo diagnosticado

previamente.

Estudos populacionais demonstram que na Suécia, no periodo de 1970
a 1985, ocorreu aumento na incidéncia de cancer da cardia (em relacao a outras
regides do estomago) de 2,5% ao ano para homens e 0,9% para mulheres. Na
Europa, nas ultimas trés décadas em determinadas regides, também a sua
incidéncia tem dobrado (de 2,8 para 5,2 / 100.000 habitantes. Nos Estados Unidos

foi detectada a sua elevacao entre 4 a 10% ao ano nos homens.

Além disso, sdo destacados como fatores etiopatogénicos do cancer da
transicao es6fago-gastrica o tabagismo com elevacéao de 4,5 a 7 vezes, o etilismo,
ingestdo de grande quantidade de alimentos gordurosos, alimentos com
conservantes e hereditariedade (SALLUM,1977; PALLI, BIANCHI, DECARLI et
al.,1992; PALLI, GALLI, CAPORASO et al.,1994).
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A comparagdo entre o nosso trabalho e o de demais autores
destacados na tabela 7 a seguir, € muito dificil, dado o nimero de variantes
estudadas como, por exemplo, raga, numero de animais no estudo, semanas de
acompanhamento, tipo do refluxo e via de administracdo do carcinégeno. Por
outro lado, quando se considera o uso ou ndao de carcindgeno, fica evidente a
relagdo causal com a incidéncia acentuada de adenocarcinoma independente da
via de administracdo. Neste sentido, destacam-se os de uso oral por sua

possibilidade real de ser consumido passivamente.

Tabela 7: Mostra autores que realizaram pesquisas experimentais relacionando o refluxo do
contetdo entérico, associado ou ndo a carcindbgenos e a ocorréncia de carcinomas no
esobfago.

Raca dos R-It-eifrl,t?x%ee Semanas Rl
Al animais numero de CEETIEEETE de estudo ("““.‘e"? fe
e animais)
animais
Pera et al. Sprague- RDEG (22) 2.6-DMNM 17 0
(1993) Dawley RDE (27) Sub cutaneo d
RP (22) 3
RDEG (30) 10
Miwa et al. Wistar RDE (30) 50 10
(1996) RGE (30) 0
Y ROUX (15) 0
Goldsrtein Sprague- NNN agua
(1997) Dawley ~NDE  (149) ferro 31 23
Sprague-
Chen X.et al Ferro
(1999) Dawley RDEG (45) P 40 22

2,6 DMNM - 2,6 dimethylnitrosomorpholine; NNN- N-Nitrosonicotine; (RDEG) Refluxo duodeno-esb6fago-
gastrico ; (RDE) Refluxo duodeno-esofagico; (RGE) Refluxo gastro-esofagico; (RP) Refluxo pancreatico

Nosso estudo envolveu 18 ratos wistar com refluxo duodeno-esofago-
gastrico associado a ingestdo exclusiva de Nitrito de Sédio em solucdo a 0,75

mg/ml por 42 semanas, tendo induzido carcinoma em 6 dos 18 ratos.
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A classificacdo de Viena veio para estabelecer um padrdo diagnostico
mais uniforme para agressdes ao trato digestivo. O termo displasia significa
“‘desvio de desenvolvimento” e foi utilizado originalmente para descrever
anomalias no desenvolvimento embriolégico. Assim, ele é utilizado nas alteracdes
do desenvolvimento celular que precedem ou acompanham as neoplasias
invasivas, principalmente as de origem epitelial (SCHLEMPER et al., 2000;
RODRIGUES, 2004).

As displasias sao proliferacdes celulares de carater nao invasivo, que
podem preceder ou acompanhar uma neoplasia invasiva. O seu diagnéstico
baseia-se fundamentalmente em critérios histopatoldgicos, os quais incluem
alteracoes estruturais e citologicas, as quais ndao dao lugar a lesdes identificadas
macroscopicamente. Todas as classificacfes atuais de displasia dividem-se em
apenas duas categorias: displasia de baixo grau e displasia de alto grau, com o
propdsito de avaliar-se o risco da lesdo e orientacdo da conduta terapéutica.
(RODRIGUES, 2004). A prevaléncia da displasia no es6fago de Barrett oscila
entre 5 e 20% e pode-se observa-la na mucosa plana, a qual é indistinguivel
endoscopicamente da mucosa com metaplasia intestinal ndo displasica, ou dar
lugar ao aparecimento de lesbes polipdides bem visiveis

macroscopicamente.(CAUDEVILLA,2007)

A classificacdo de Viena pretende estabelecer critérios e diminuir a
variabilidade entre os anatomo-patologistas no diagnéstico. No aparelho digestivo,
a displasia tem relevancia no eséfago de Barrett, na gastrite crénica, nas doencas
inflamatorias intestinais e nos adenomas colo-retais. Os critérios de graduacao
para a displasia sdo iguais em todas, mas a orientacao terapéutica pode variar em

funcao do 6rgao e do contexto clinico - patolégico.
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Embora tenha sido descrita ha poucos anos, nao encontramos na
literatura consultada nenhuma publicacdo de trabalhos clinicos ou experimentais
empregando esta classificagdo relacionando-a a metaplasia — displasia - EB e
adenocarcinoma e por este motivo ndo é possivel comparar os resultados desta
pesquisa com o0s de outros autores. Propomos que estudos associando a imuno-
hiostoquimica e achados que correspondam aos graus 2,3 € 4 de Viena sejam
realizados para possibilidade de escolha de tratamento precoce de lesdes do

eso6fago.

Portanto, os resultados da presente pesquisa permitem concluir que o
nitrito de sédio associado ao refluxo duodeno-eséfago-gastrico tem importante

participacdo na génese do adenocarcinoma associado ao es6fago de Barrett.

Os habitos de vida atuais de grande parte da populacdo ativa e nas
atividades diarias de trabalho ndo tém mais tempo habil a ser desprendido para
refeicbes regradas cotidianas, que incluem alimentos a base de cereais bem
cozidos, legumes, carnes de boa procedéncia, frutas frescas e sucos naturais.
Consomem-se muitos alimentos em conserva, mal cozidos, a base de lanches e
refeicbes rapidas e outras bebidas os quais, na maioria das vezes, certamente
contém conservantes a base de nitritos em quantidades variadas. Além disso,
estas 'refeicoes rapidas" com nitritos como conservantes em doentes que
apresentam refluxo gastroesofagico associado ao esbéfago de Barrett, podem

propiciar ao aparecimento do adenocarcinoma da transigao es6fago-gastrica.

Tendo em vista os motivos acima discutidos, muitas pesquisas clinicas
e experimentais tém sido realizadas com o objetivo de associar o refluxo gastrico e
duodenal a ocorréncia de adenocarcinoma do esb6fago e transicdo esb6fago-

gastrica. O adenocarcinoma da transicdo es6fago-gastrica constitui afeccdo que
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por uma série de particularidades, crescente incidéncia, ocorréncia em zona de
transicdo de 6rgaos e cavidades, peculiar disseminacao linfatica, bem como
dificuldades na sistematizacdo do seu tratamento, merece avaliacao
individualizada (SALLUM, 1977). E torna-se necessario ainda a realizacao de
muitas pesquisas clinicas ou experimentais para elucida¢ao dos fatores envolvidos

na sua etiopatogenia.

Concluimos que novos estudos devam ser feitos, porém, maior atencao
aos pacientes com EB e hdabitos alimentares que privilegiem o uso de alimentos

com estes conservantes.
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A andlise dos resultados da presente pesquisa experimental permitiram

as seguintes conclusées:

6.1 O refluxo duodeno-eséfago-gastrico por longo tempo promoveu o
desenvolvimento esofagite (68,4%) e metaplasia intestinal (26,3%) caracteristica

de esobfago de Barrett no esbéfago distal

6.2 O nitrito de sbdio associado ao refluxo duodeno-esbéfago-gastrico
por longo tempo, promoveu o desenvolvimento de esbéfago de Barrett com

displasia de baixo grau (5,6%) e alto grau com adenocarcinoma invasivo (33,33%).

6.3 Houve correlacédo entre os achados de displasia de baixo e alto grau

e as categorias da classificacdo de Viena.
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APENDICE 1
COMPOSICAO DA RACAO DOS ANIMAIS:

Nuvilab® CR-1 auto clavavel - 20 kg

Composicao:
milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato bicalcico,

cloreto de sddio, premix vitaminico mineral, aminoacidos.

umidade maxima-12% proteina bruta-(min.) 22%  extrato etéreo-(min.) 4,0%

Niveis de garantia
matéria mineral- (Max) 10% matéria fibrosa-(Max)8%
célcio-(Max) 1,4% fosforo-(min.) 0,6%

ENRIQUECIMENTO POR KILO DO PRODUTO

Vitaminas

Vit. A - 25.200 Ul Vit. D3 - 2.100 U.I. Vit. C - 60 mg.

Vit. K3 - 12,5 mg. Vit.B1 - 14,4 mg. Vit.B2 - 11 mg.
Vit. B6 - 12 mg. Vit. B12 - 60 mcg. Niacina - 60,0 mg.
acido pantoteico - 112,0 mg. acido folico - 6 mg.
biotina - 0,26 mg. colina - 1100 mg.

Micro elementos minerais

ferro - 50 mg. manganés - 50 mg. zinco - 60 mg.
cobre - 10 mg. iodo - 2 mg. selénio - 0,05 mg.
cobalto - 1,5 mg.

Aminoacidos e Aditivos
lisina- 100 mg. DL metionina - 300 mg. antioxidante - 100 mg.
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APENDICE 2
PESO DOS RATOS

Tabela 8: Peso, em gramas, dos ratos,ap6s 42 semanas

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
546 488 451 436
535 491 536 495
547 477 348 522
558 501 385 552
537 486 501 502
529 480 452 485
533 497 345 424
520 485 364 420
541 490 442 431
510 505 415 427

560 428
485 336
658 296
450 402
701 396
552 303
342 391
500 444
454
Agua Agua-+nitrito Cir. + 4gua Cir. r:ritfli?:a *
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APENDICE 3

DESCRICAO DOS ACHADOS HISTOLOGICOS

3.1 - Achados histologicos — Descri¢cdo das Laminas do grupo G1

GRUPO 1 (G1) - controle — Sem cirurgia + ingestao de Agua .

Animais
n=10

Achados Histologicos

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
(10/10)

Area de transigdo escamo — glandular es6fago — gastrica com
aspecto histolégico habitual
Categoria 1 Viena Barrett 0 Adenocarcinoma 0

3.2 - Achados histologicos — Descrigdo das Laminas do grupo G2

GRUPO 2 (G2) - controle — Sem cirurgia + Agua com Nitrito de Sédio

Animais
n=10

Achados Histoldgicos

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
(10/10)

Area de transicdo escamo — glandular es6fago — gastrica com
aspecto histolégico habitual

Categoria 1 Viena Barrett 0 Adenocarcinoma 0
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3.3 - Achados histologicos — Descri¢gdo das Laminas do grupo G3

GRUPO 3 (G3) - Duodeno-esdfago-gastroanastomose + Agua

Animais
n=19

Achados Histologicos

11,12,13,15,16,18

Auséncia de epitélio metaplasico. Auséncia de esofagite;

6/19 Categoria 1 Viena
2,3,4,6,7 Auséncia de epitélio metaplasico. Esofagite cronica ativa leve,
5/19 Categoria 1 Viena
5 Auséncia de epitélio metaplasico. Esofagite cronica ativa
119 moderada
Categoria 1 Viena
1,8,9,10 Mucosa do tipo Barrett, sem displasia. Esofagite cronica leve.
4/19 Categoria 1 Viena
14 Mucosa do tipo Barrett sem displasia Esofagite cronica ativa
119 moderada.
Categoria 1 Viena
19 Auséncia de epitélio metaplasico. Esofagite erosiva intensa,
1/19 Categoria 1 Viena
17 Auséncia de epitélio metaplasico. Esofagite ulcerativa intensa;
119 Categoria 1 Viena
Sem Barrett 14/1 Com Barrett 5/19
Barrett ¢/ Adenocarcinoma 0
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3.4 - Achados histologicos — Descrigcao das Laminas do grupo G4.

GRUPO 4(G4) - Duodeno-esofago-gastroanastomose + Agua com Nitrito de Sédio

AL Achados Histolégicos
n=18
1,2,3,8,9 Auséncia de epitélio metaplasico. Auséncia de processo inflamatério.
(5/18) Categoria 1 Viena
6 Mucosa tipo Barrett sem displasia. Esofagite erosiva
(1/18) Categoria 1 Viena
16 Mucosa do tipo Barrett com displasia de baixo grau. Esofagite ulcerativa
(1/18) intensa.
Categoria 3 Viena
Mucosa tipo Barrett com atipias epiteliais indefinidas para displasia/
4,11 neoplasia
(2/18)
Categoria 2 Viena
514.18 Mucosa tipo Barrett com atipias epiteliais indefinidas para displasia/
(’3 /1,8) neoplasia; esofagite ulcerativa intensa.
Categoria 2 Viena
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, em areas, mucinoso
10 (invade até muscular propria), em mucosa do tipo Barrett; areas de
(1/18) displasia de alto grau associadas. Esofagite ulcerativa intensa.
Categoria 5 Viena
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado (invade até a adventicia)
7,12,13,17 . L ) . .
em mucosa do tipo Barrett; rea de displasia de alto grau, associada.
(4/18) Esofagite ulcerativa intensa.
Categoria 5 Viena
15 Adenocarcinoma mucinoso extenso (invade até adventicia) em mucosa

(1/18)

do tipo Barrett; areas de displasia de alto grau associadas.
Categoria 5 Viena

Sem Barrett 5/18 Com Barrett 13/18
Barrett com adenocarcinoma 6/18
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