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RESUMO 13

RESUMO

A alta incidéncia de cancer esofagiano no norte do Ira foi associada ao consumo de
opio e exposigdo as nitrosaminas. A dietilnitrosamina (DEN) possui potencial estabelecido
de produzir cancer experimental em es6fago 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 solugao; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e dias.
Morf ndo promoveu neoplasias. Encontraram-se maiores incidéncias neoplasicas: a) no
esoOfago, Den em relagdo a Den/morf e Den+morf (71,1%, 55,8% e 50,0%); b) no figado,
Den e Den/morf em relagédo a Den+morf (73,8%, 81,4% e 40,9%); c) maior incidéncia de
neoplasia hepatica 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 hepatico de primeira passagem do

carcinégeno.



1 INTRODUCAO

O céncer de estfago 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 populacdes. Foi constatada uma intima correlagcdo entre doenca e
habitos regionais, ou seja, com o modo de vida dessas pessoas (ZHU, 1991; VELHO, 2003)
e observa-se que a origem do cancer esofagico esta associada a fatores diferentes em cada

regido (GHADIRIAN, 1988; MONTESANO, 1996).

A alta incidéncia de cancer esofagiano foi associada ao habito do consumo de épio
em regides de alta incidéncia no norte do Ird (HEWER, 1978; MALAVEILLE, 1982;
GHADIRIAN, 1985; 1988) e a exposigao as nitrosaminas na China, principalmente através

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

As razdes para a associagdo entre Opio e cancer de esd6fago ndo sdo conhecidas,
porém experimentos mostraram que uma dose de sulfato de morfina, o principal alcal6ide do
6pio, causou alquilacdo do DNA, aumentada no es6fago e diminuida no figado, em ratos
que receberam dietilnitrosamina (DEN) 45 minutos apds a dose de morfina. A DEN, uma
nitrosamina, € considerada uma das substancias com maior potencial de produzir cancer no
esoOfago e figado de ratos e camundongos (LIJINSKY, 1992; RIBEIRO PINTO, 1997), e a

alquilacdo do DNA constitui-se numa conhecida alteragdo precursora da carcinogénese
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provocada pela DEN nestes 6rgdos. Desta forma, a morfina causaria uma diminuicdo da
carcinogénese hepatica e o aumento da esofagica por influenciar no metabolismo hepatico
da DEN. Uma vez sugerido que observagdes feitas em ratos poderiam ser extrapoladas
para o homem (RIBEIRO PINTO, 1997), estas seriam possiveis evidéncias metabdlicas,
num experimento agudo, para a associagdo entre 6pio 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, os quais foram comparados a grupos que ingeriram morfina
simultaneamente ou ndo com DEN. Avaliou-se o efeito da administracdo cronica de morfina

e DEN na carcinogénese esofagica e hepatica.



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
esOfago. Documentos da época ja descreviam pacientes que apresentavam disfagia e

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

O céancer de esbdfago esta entre as 10 mais frequentes neoplasias no mundo,
alcangando numeros superiores a 300.000 novos casos por ano, a maioria ocorrendo nos
paises em desenvolvimento. Existe intima relagdo da doenga com aspectos culturais e
habitos regionais, ou seja, com o modo de vida (ZHU, 1991; VELHO, 2003). Isto constitui
uma importante evidéncia de que a origem do cancer de esbéfago € multifatorial. Como
consequéncia, formam-se zonas de alta e baixa incidéncias proximas 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 Ira, em
regides da india, no norte da Franca e na Africa do Sul. O litoral do mar Caspio, o nordeste
do Ir4, 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, sédo
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 — regiées 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 territorio do estado do Rio Grande do Sul, onde a cada ano surgem
800 novos casos, a incidéncia é 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 esb6fago coloca-o no primeiro lugar
entre os estados brasileiros e no quinto lugar no mundo, superado apenas pelas provincias
de Henan (China), Gonbad (Ira), Transkei (Africa do Sul) e Bretagne (Franca) (BARROS,

1992).

De acordo com as Estimativas de Incidéncia de Cancer 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 ébitos. 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 relagdo ao diagnodstico e tratamento
desses pacientes nas ultimas décadas, os elevados indices de complicagdes e mortalidade
relacionados a cirurgia e a baixa sobrevida global, ndo tém sofrido modificagbes
significativas na maioria dos relatos da experiéncia ocidental (PARICIO, 1993; GURSKI,
1997; SCHIRMER, 1997; ROSA, 1999). Esses maus resultados cirdrgicos devem-se
principalmente ao diagnéstico tardio da doenga, quando os pacientes ja se apresentam
sintomaticos e em mas condigbes clinicas para serem submetidos a cirurgia (SKINNER,

1984; URSCHEL, 1995).

O grau de penetragao da lesdo na parede esofagica e o comprometimento linfonodal
séo dois fatores importantes no progndstico 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 diagndstico precoce do carcinoma epidermdide do esbdfago (CEE) é o grande
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diferencial do aumento de sobrevida nesses pacientes. Esse diagnostico somente sera
melhorado quando se conhecerem as populagdes de risco para a doenga e essas forem
submetidas a programas de rastreamento populacional (DE BARROS, 1992; KRUEL, 1992;
ROTH, 1997). Como parte destes programas, as populagdes seriam submetidas a métodos
diagnosticos bem estabelecidos como a endoscopia eséfago-gastrica, complementada com
técnicas que ampliam seu potencial diagnéstico, como a instilagao de Lugol sobre o epitélio
e a investigacdo da imunoexpressao de p53 na mucosa esofagica (FREITAG, 1999;

FAGUNDES, 1999, 2005).

O CEE é o tipo histologico mais frequiente, 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 (proporgéo 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 indugdo de tumores epiteliais, produzindo inicialmente lesbes
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 populagcéo em geral (DE BARROS, 1992).

Em diversos paises, o céncer de estfago foi associado ao baixo nivel socio-
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 populagcdo do Rio Grande do Sul, VICTORA et al.
(1987) identificaram o habito da ingestdo do mate ou chimarrdo em altas temperaturas
(acima de 70°C) como responsavel 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
quando comparado a um grupo que recebeu agua 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 n&o estimavam corretamente a temperatura da agua
que ingeriam, e que estas altas temperaturas do chimarrédo poderia contribuir para a

carcinogénese nesta populagéo ( DE BARROS, 2000).

Outros autores (ATTWOOD, 1992; MELO, 1999) demonstraram, em experimentos
com ratos, que o refluxo de conteudo gastroduodeno-esofagico € significativamente mais
deletério para a mucosa esofagica do que o refluxo gastro-esofagico, atuando isoladamente
como um carcindégeno esofagico, produzindo metaplasia intestinal (Es6fago de Barrett) e

adenocarcinoma de eséfago.

Em regibes de alto risco na China, os habitos 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 pdo contaminado com fibras
de silica (GHADIRIAN, 1988) e o uso de substancias que liberam nitrosaminas volateis
durante o preparo dos alimentos (LIN, 2002). Este dultimo autor detectou taxas
significativamente aumentadas de nitrosaminas nos alimentos com conseqiiente maior
consumo diario na dieta, bem como maiores niveis de excre¢ao urinaria dessas substancias

em relagdo as populagdes 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 relagédo ao carcinoma esofagico.

Nas regides de alta prevaléncia do Ira, demonstrou-se que mais de 75% dos casos
de CEE tinham relagdo 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 esofagica de pacientes afetados, em regides de maior frequiiéncia de
cancer de esdfago, 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 realizacao 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 O6pio é provavelmente muito comum na regido. A
confiabilidade dos relatos do uso préprio de épio nas populagdes de areas de alto risco foi
confirmada por ABNET et al. (2004), através de uma extensa coorte, comparando

questionarios com medidas urinarias de morfina.

Diferentes produtos do épio sdo utilizados no Ird. Entre os mais importantes estdo o
6pio bruto e o residuo do cachimbo de épio que é localmente chamado de sukhteh. Outro
que possui importancia € um produto refinado, chamado shireh, obtido do épio bruto ou de
uma mistura do opio bruto e sukhteh, o qual, depois de fervido em agua, filtrado
(normalmente varias vezes) e evaporado, torna-se uma substancia de consisténcia
emborrachada. O 6pio 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 esbfago 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 participagdo do
6pio (ou seu metabolito, 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, reagdo chamada de nitrosagédo. Essa
reagcao ocorre sob variadas condi¢cdes 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 macrofagos 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 cosméticos e produtos farmacéuticos podem causar
exposicdo a nitrosaminas pré-formadas (PRESTON-MARTIN, 1989; BARTSCH, 1989;

FORMAN, 1989; LIJINSKY, 1992).

Evidéncias consistentes tém demonstrado a associacao de diversos carcindbgenos e
seus co-fatores com cancer esofagico. Os dados sdo 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 cha 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 esdfago (LU, 1991; CHENG, 1992; WU, 1993; LIN,
2002). Além disso, a sintese natural dos compostos nitrosos parece ser maior que o normal
na populacéo destas areas de alto risco (BATSCH, 1989; WU, 1993). O Of-metilguanina, um
produto da reagao 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 esofagico e hepatico. O alcool, o maior fator associado com cancer de es6fago 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 eséfago 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 hipdtese 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 esta exposto
(BARTSCH, 1989; ANDERSON, 1995). RIBEIRO PINTO (1997), em experimentos com
duracdo de oito a dez dias, mostrou mudangas na farmacocinética e distribuicdo da DEN
induzida pela administracdo prévia de morfina a ratos. Estas mudangas foram similares
aquelas produzidas pelo etanol. O estudo desse autor constitui a base metabdlica para a

influéncia da morfina na carcinogénese esofagica e hepatica induzida pela DEN.

2.3 CARCINOGENESE ESOFAGICA E HEPATICA

Acredita-se que a carcinogénese esofagica siga os mesmos caminhos identificados
em outros 6rgaos com epitélio escamoso em relagdo ao comportamento dos agentes

quimicos carcinogénicos. Quando as nitrosaminas ou outros agentes quimicos
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carcinogénicos sao ingeridos com a dieta, esses sofrem transformacdo enzimatica e
convertem-se em carcindgenos ativos. Para tornarem-se ativas, as nitrosaminas exigem
transformacédo 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
administragdo (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
sd@o enzimas presentes no reticulo endoplasmatico e mitocondria celulares (GUENGERICH,
1995). Secundariamente, esta hidroxilagdo pode ocorrer com mediagao de outros sistemas
enzimaticos ainda pouco conhecidos (ARCHER, 1989). Desta forma, é produzido um agente
alquilante, que interage e induz mutagdes do DNA por alquilagéo (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 apds sua ativagao pelos citocromos P450 ou
outros sistemas enzimaticos. Por essa razao, torna-se importante o fato de estas enzimas
encontrarem-se em sua maior parte no figado, mas também em outros 6rgdos, entre eles o

esb6fago (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 ativagédo dos carcindgenos pelo sistema P450 da célula epitelial
esofagica (RUSSO, 1996). Na auséncia do alcool, a ativacdo das nitrosaminas, e
consequente replicacdo de células neoplasicas, aconteceria principalmente em nivel
hepatico. Foi demonstrado que o efeito farmacocinético da morfina € semelhante em
experimentos de curta duragdo — 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
reparacao e replicacdo celular corretas. A partir dessas alteragdes celulares, surgem as
lesbes pré-malignas e, mais tarde, os carcinomas (MONTESANO, 1996). Varios tumores
tém sido induzidos na maioria dos 6rgaos de roedores e outros animais pela administragao
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 es6fago em animais €
a N-nitrosamina. Neste grupo, a DEN é uma das substancias com maior potencial de
produzir cancer no esétfago e figado de ratos e camundongos (LIJINSKY, 1992; RIBEIRO
PINTO, 1997; GURSKY, 1997). E um carcindgeno completo, o que significa que pode
causar cancer sem a necessidade de estimulagdo adicional por outros agentes quimicos
(MAGEE, 1989). Além disso, induz e promove neoplasias do tipo epitelial em varias
espécies de animais, acometendo o sistema respiratorio, digestivo alto, figado e rins

(LIJINSKY, 1992; YANG, 2004).

A DEN possui peso molecular 102,1, & constituida de um radical nitroso ligado a
quatro atomos de carbono e dez de hidrogénio—C4H(N.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 6pio e da morfina na histéria da
humanidade. Grande influéncia foi exercida sobre as atitudes dos povos, provocando adi¢ao
coletiva, correntes comerciais € 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-historia. A evidéncia mais antiga do cultivo
da papoula data de 5.000 anos atras, num ideograma do povo Sumério descrevendo-a
como a ‘planta da alegria’. O Papiro de Ebers (1552 a.C.) refere-se ao 6pio como uma
substancia empregada com eficiéncia para a sedacéo de criancas. Era assim que a Deusa
isis sedava seu filho Hérus. 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 o 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, Dioscorides 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 capsula.
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O 6pio € uma denominagcdo de origem grega que significa suco e teve grande
importancia na civilizagdo 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
que 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 6pio 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 publicagdo especifica sobre

6pio. 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 Sertiirner, 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 préprio
Sertlirner substituiu essa denominagao por morphium em homenagem ao Deus grego do
sono, Morpheus. Gay Lussac, em publicagdo numa revista francesa, onde traduziu os
trabalhos de Sertlirner, propds a substituigdo de morphium por morfina, denominagado que
ficou consagrada. Alguns anos depois, Sertlirner resolveu realizar uma auto-experiéncia
com morfina. Baseado nos sintomas que se sucederam, escreveu: 'Considero meu dever
chamar a atengdo para os efeitos terriveis dessa nova substancia a fim de que uma
calamidade possa ser evitada'. Dessa forma, a morfina, primeiro alcaléide extraido do 6pio,

teve os seus riscos proclamados pelo seu préprio descobridor.

A crenca de que o 6pio nao acarretava prejuizo individual ou coletivo comegou a ruir

em 1830, e, em 1860, essa droga se tornou problema médico e social em funcédo dos altos
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indices de mortalidade. Segundo esses dados, um tergo 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 recomendagao de um
colega, para o controle de uma dor de dente. Assim ele descreveu suas primeiras
sensagdes: ‘Dentro de uma hora, oh céus! Que extraordinaria mudancga! 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
qualquer 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 XVIlII
a importagdo do 6pio 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 num comércio tdo compensador. Era natural, no entanto, que o governo chinés
se preocupasse com os efeitos resultantes dessa importagao exagerada, fato que culminou
com o edito publicado em 1800, o qual proibia a importagdo de épio. Em conseqiiéncia, foi
destruido um depdsito de dpio pertencente & Companhia das indias Ocidentais. Esse ato
precipitou a ‘Guerra do Opio’ entre a Inglaterra e a China, sendo esta ultima derrotada. Com
a celebracdo 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 conseqiiéncia
do Tratado de Nanquin, o comércio do 6pio foi legalmente admitido. O incentivo ao uso do
6pio na China por parte do governo inglés provocou reagdes 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 reunides 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 opidide, largamente usado no tratamento da dor aguda e crbnica

severas até os dias atuais (CHRISTRUP, 1997).

2.5.2 Propriedades bioquimicas da morfina

A morfina € um alcaldide 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 obtengéo do 6pio nado
sofreu grandes variagdes no decorrer dos séculos: inicia-se duas semanas apds a queda
das folhas, quando as capsulas que contém as sementes endurecem. Ao anoitecer, a
capsula é escarificada com incisbes 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 manh& seguinte com um instrumento de ferro com a forma de
uma pa de pedreiro pequena. Essa goma pode, entdo, ser transformada em po, o 6pio

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

Extrai-se cerca de um kilograma de morfina de cada dez kilogramas de épio. Um
quarto do peso do pé de opio é constituido por, pelo menos, 25 alcaléides que foram
classificados em dois grupos distintos. O grupo mais importante é representado pelos
derivados do fenantreno que exercem suas agoes, primariamente, sobre o Sistema Nervoso
Central. A morfina, protétipo desse grupo, representa 10% dos alcaldides do 6pio. A codeina

foi isolada por Robiquet, em 1832, e representa 0,5% dos alcaldides do 6pio. O segundo
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grupo exerce basicamente acdo espasmolitica, e tem como principal representante a

papaverina que representa 1% dos alcaléides 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 soluvel em agua e pouco lipossoluvel. Quando administrada por via oral
é 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 glicuronidagdo, e o figado € o sitio principal para a
biotransformacao, principalmente as custas do citocromo P450 (RANE, 1995; RIBEIRO
PINTO, 1997). Esta biotransformacéo também acontece em muito menor extensao nos rins
e cérebro. Em torno de 90% € 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 apds administracdo oral, numa razdo de 9:1 em
relagdo a morfina, e possui atividade analgésica equivalente, ou até quatro vezes mais
potente, que a morfina. A M3G n&o possui qualquer atividade analgésica (CHRISTRUP,
1997). A morfina encontra-se em baixas concentragbes teciduais apds 24 horas da ultima
dose e 90% da sua excregao renal acontece durante o primeiro dia, principalmente na forma

M3G (OSBORNE, 1997).

2.6 HISTOPATOLOGIA DO CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO

As displasias séo descritas como o resultado da proliferagéo de células com fenoétipo

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, € a mais

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

Um dos critérios mais empregados para o diagnéstico histologico de displasia
escamosa do esd6fago é a Classificagdo Histolégica Internacional dos Tumores da
Organizagdao Mundial de Saude (OMS) (WATANABE, 1990). De acordo com essa
classificagdo, 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 lesao intra-epitelial onde ha perda parcial da polaridade celular e a imaturidade
esta restrita a metade inferior do epitélio. Quando estas modifica¢cdes 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
identificagdo de uma lesdo displasica do esdfago em paises do Ocidente difere
consideravelmente no Japao (SAEKI, 2002). Essas diferengas podem significar modificagao
relevante na incidéncia de displasias quando de estudos populacionais em zonas de alto
risco, como é o caso dos estudos de DAWSEY (1994) em relagdo aos de CRESPI (1984) e

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

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

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

(RIDDELL, 1998).

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

e grave e o carcinoma in situ, sem disting&o entre as duas ultimas (DAWSEY, 1994).

Apesar destas consideragbes e evidéncias, ainda ndo se pode dizer que esteja
completamente elucidado o significado biolégico 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 alteragdes
celulares (focos de células claras) e nédulos neoplasicos foram considerados como lesbes

com maior probabilidade de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

As areas de alteragdo celular apresentam-se com alteragbes do citoplasma dos
hepatdcitos. Existe uma obvia destruicdo da arquitetura hepatica, e as areas de células
afetadas mostram-se sem limitagédo evidente com o tecido hepatico circunjacente. As células
afetadas podem ser maiores ou menores que os hepatdcitos normais, e alguns nucleos
podem estar hipertrofiados as custas de vesiculas ou hipercromaticos e ter grandes
nucléolos. Considerou-se estas alteragbes como sendo citologicamente similares as dos

nédulos neoplasicos (BANNASCH, 1975).



2 REVISAO DA LITERATURA 32

Os noédulos neoplasicos apresentam, como diferencial das areas de alteragao celular,
a limitagao evidente do nédulo com o tecido hepético circunjacente. A limitacao é secundaria
a compressao exercida pelo nédulo sobre os sinuséides normais na periferia que se tornam
estreitados, e os hepatocitos “esmagados” auxiliam na definicdo da limitagdo nodular. Os
nddulos neoplasicos séo lesdes 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 diagndstico de carcinoma hepatocelular é baseado nas caracteristicas
histopatolégicas bem documentadas na literatura. As lesbes s&o, em geral,
consideravelmente maiores € mais irregulares que os nodulos neoplasicos e tém aspecto
mais palido do que o tecido hepatico normal. Podem envolver porgdes maiores dos lobos
hepaticos, além de apresentarem grande tendéncia de invasdo vascular. Na periferia, eles
comprimem ou invadem o parénquima circunjacente. As células tumorais sdo de aparéncia
pleomérfica, com numerosas células anaplasicas gigantes e também células pequenas e
completamente indiferenciadas. Nos graus mais avangados, os nucleos sido grandes e
pleomérficos e o nucléolo é 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 alteragado celular, como os focos
de células claras, tém probabilidade importante de transformagdo em ndédulos neoplasicos
que, por sua vez, tem potencial de degeneracdo para carcinoma hepatocelular
(BANNASCH, 1975). RABES et al. (1970) observaram que focos ou areas de células claras
sdo0 causadas por diminuigcdo das atividades enzimaticas da glicose-6-fosfato e adenosina
trifosfato precocemente e se constitui num achado constante também no carcinoma

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

descritas foram incluidas no diagnéstico 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 avaliagéo da incidéncia tumoral em estudos experimentais (KRUEL, 1996;
GURSKY, 1999; SCHIRMER, 1999; DILLENBURG, 2000; VELHO, 2003). E obtido apés a
contagem do numero de tumores e medi¢do do comprimento do 6rgdo; € calculado da

seguinte forma: numero de lesbes / tamanho do es6fago (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 Comissao Cientifica e
Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde do GPPG-HCPA (Grupo de Pesquisa e P6s-

Graduacéao 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 Fundagédo Estadual de Producdo 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 ragcéo 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 carcinégeno 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-
N20O. O sulfato de morfina foi fabricado por Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda. (ltapira, Sao Paulo, Brasil), disponibilizado em frascos-ampolas de 1 ml, contendo 10
mg de sulfato de morfina DCB 0856.03-7 por ml de solucdo e foi utilizado sob permissdo da

Vigilancia Sanitaria 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 solugbes foram preparadas pelo mesmo bioquimico em laboratério de
andlises toxicoldgicas (Pro-Ambiente — Andlises Quimicas e Toxicoldgicas 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 agéo 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 multiplos grupos, no
qual foi induzida esbéfago e hepatocarcinogénese. O periodo de exposicao 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 solugdo aquosa de sulfato de morfina;

Den: recebeu solugédo aquosa de DEN;

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

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

solugéo aquosa de DEN nos dias subsequentes.

A solugédo 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 renovagdes de solugdes 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 administragdo de liquidos

GRUPO SEGUNDA-FEIRA QUARTA-FEIRA SEXTA-FEIRA
vort | et | covraga | Selrisee
oD | Renowrsga | Soirrds
Den+morf Retir(algl?nsa'\lr ;gnl]grﬁna Renovar agua Coloclzl?gl?;\lég l:rewlorfina
Den/morf Retirar DEN Renovar morfina Retirar morfina
Colocar morfina Colocar DEN

4.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS E RESSECCAO DOS ESPECIMENS

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

experimento em todos os grupos pela inalacdo de éter etilico em campénula plastica

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

quatro membros, com alfinetes, em uma pequena mesa cirurgica de isopor.

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

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

mesa por alfinetes.

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

até o xiféide, acompanhando, a partir dai, os rebordos costais, bilateralmente, em direcao

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 diregdo ao manubrio, enquanto o diafragma foi seccionado
transversalmente, de um lado ao outro, até a ressecgdo completa do plastréo

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

O estdbmago foi tracionado suavemente, permitindo identificar o eséfago inferior. O
figado foi liberado de sobre a transicdo esofagogastrica e o esdfago progressivamente
liberado no sentido ascendente. As visceras toracicas foram liberadas em bloco,
anteriormente, incluindo a traquéia toracica, de modo a permitir a liberagéo do es6fago até a

transi¢é@o cérvico-toracica.

O estdébmago foi, entédo, separado, por dissecgdo romba, de seus ligamentos laxos, do
bagco e do pancreas, expondo o piloro, que foi, em seguida, seccionado. Liberados o
estbmago e as porgdes abdominal e toracica do esdfago, o segmento cervical desse foi
individualizado pela tragdo anterior da traquéia, mantido o conjunto esbéfago-gastrico sob
tensdo, até que esbfago e traquéia se tornassem indistinguiveis (hipofaringe). Nesse ponto,

sob tragdo vigorosa, o eséfago 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 ressecgao do figado, através da seccéo dos ligamentos redondo e

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

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 esbéfago e estdbmago, o esdfago foi, entdo, acomodado
sobre uma ladmina de isopor e seccionado do estbmago distalmente a juncdo
esofagogastrica. Foi introduzida na luz da extremidade distal do es6fago uma das hastes de
uma tesoura de microdissecgdo, de ponta fina, servindo como guia e promovendo a secgao
e abertura longitudinal anterior do es6fago 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 eséfago foi acondicionado em
um frasco plastico contendo solu¢do de formalina tamponada a 10%, identificado por uma
etiqueta auto-adesiva de papel, onde constava uma senha formada pelo grupo e numero

correspondentes ao animal, nessa ordem.

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

liquida.

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

esOfagos.
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4.6 ANALISE MACROSCOPICA

Esdfaqo

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

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): numero de lesdes/comprimento do esbéfago (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 hepaticos foram pesados, anotadas as caracteristicas
macroscopicas em relagdo 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 macroscopico. No caso de nao haver alteragdes tumorais, padronizou-se
a coleta de cortes de maior extensédo 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 analise 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 histopatolégicas foram acompanhadas e as anotac¢des protocolares
realizadas pessoalmente pelo autor. Quando estavam presentes leses de diferentes graus

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

Eséfago

O processamento ocorreu apos o esOfago 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). Apos, os cortes foram corados pela
técnica de hematoxilina-eosina (HE). Foram, entdo, analisados em microscépio optico
comum para identificagdo de alteragdes histopatologicas por dois patologistas, aos quais foi
designado o material de forma aleatdria, 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 8 - HE 200x, displasia de baixo grau em es6fago de animal do grupo Den/morf
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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 microscépio 6ptico comum por um patologista
especialista em doengas hepaticas, 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 neoplasicos, 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 hepatico.

Figura 11 - HE 100x, histologia hepéatica normal em animal do grupo Morf
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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 calculo do tamanho da amostra, foram levadas em consideragao as seguintes
incidéncias estimadas de neoplasia esofagica por grupo: morf: 0; den: 30%; den+morf e
den/morf: 60 a 65%. O numero de animais para a = 5% e poder de 80%, foi de 44 para

cada grupo.

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

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

Para todas as variaveis categoricas, foi realizada descricdo com freqliiéncia e
percentual. Grupos foram comparados por qui-quadrado com as diferengas localizadas entre
os 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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N&o foram observadas alteragbes de conduta dos ratos secundarias a ingestao 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). Ndo foi possivel a
realizacdo de necropsia devido ao elevado grau de decomposi¢do dos animais no momento

em que 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. Nao foi
realizado exame histopatolégico em 3 espécimens hepaticos: 2 devido as mortes nao
programadas (ambas em Den) e 1 por inadequacdo do material para analise (em

Den/morf).

Portanto, 163 eséfagos 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 6rgaos analisados (Tabela 1).

A incidéncia de lesdes pré-malignas e malignas esofagicas (displasias de alto grau,
carcinomas in situ e epidermoéides invasores) foi maior no grupo Den (71,1%) em relagéo 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 lesbes pré-malignas e malignas hepaticas (focos de células claras,
nédulos 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 carcindgeno (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 hepaticas 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 6rgéos.

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
alteragcdes com tendéncia a lesbes de maior desestruturacdo 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 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 b < 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° - 23+0,1° 24+01°2 < 0,001

Dados sao expressos em numero (percentual) de casos positivos ou em média + desvio padréo 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 esofagico: lesdes
consideradas pré-malignas (displasias de alto grau) e malignas (carcinomas epidermdides) no
exame histopatologico. CA hepatico: lesbes consideradas pré-malignas (focos de células claras,
nédulos displasicos) e malignas (carcinomas hepatocelulares) no exame histopatologico.
“-“: solugdo ndo fornecida para ingestdo aos respectivos grupos.
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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) P

Normal 38 (95,0) 1(2,6) 7 (16,7) 6 (14,0) < 0,001
Hiperplasia 0(0,0) 2 (5,3) 4 (9,5) 1(2,3) 0,166
Esofagite 0(0,0) 2 (5,3) 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 solugdo; 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 que nado ocorreu com os 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 alteragbes, 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(23) 25(59,5) 8(182) 28(65,1) <0,001
Nédulos neoplasicos 0(0,0) 3(7,1)  10(22,7) 7(163) 0,005

Carcinoma hepatocelular 0 (0,0) 3(7,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,023

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

5.2 INDICE TUMORAL ESOFAGICO — MACROSCOPIA

Na analise macroscopica dos eséfagos observou-se lesdes papilares e vegetantes,
indistintamente entre os grupos testados, apresentando entre 1 e 4 milimetros de didmetro.

As lesdes apresentaram-se uniformemente distribuidas em toda a extenséo 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 os outros grupos
(p < 0,001). Nao houve diferenga 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 carcinégeno nao apresentaram diferenca na
incidéncia neoplasica entre si tanto na macro quanto na microscopia. Estes achados

sugerem que os resultados das analises 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+02% 0,03+0,2° 0,06+0,2° ‘
CA esofagico n =40 n=38 n =42 n =43 < 0,001

0(0,00* 27 (71,1)¢ 21(50,0)® 24 (55,8)"°

Dados sdo 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 solugédo; Den/morf:
DEN e morfina em diferentes solugdes e dias. indice Tumoral de Rubio (IT): contagem macroscépica do
numero de lesdes esofagicas / comprimento do esdfago (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 solugéo
oferecida (Tabela 1). A dose ingerida foi calculada com base na quantidade semanal de
ingestao 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 a 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 solugdes tenha sido de 10 ml/gaiola/semana, em virtude
da vibragdo das gaiolas pelo movimento dos animais, com consequente gotejamento das
solugdes 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 consumo
médio de 3.450 ml. Desta forma, a perda estimada de solugéo por grupo foi de 47,14 ml por
semana (1,37%). Por ser uma quantidade insignificante, estas perdas nao foram incluidas

no calculo 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 preocupagéo &
com a sua exposigdo cronica. Varios autores referiram a presenga de nitratos
carcinogénicos na dieta (principalmente em conservantes, corantes e aromatizantes
alimentares de carnes, peixes, vegetais, cogumelos, queijos € 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 nitrosaminas produziam a alquilagdo 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 eso6fago ¢ influenciada por diferentes fatores nas diversas
areas endémicas do mundo. Na Europa e Estados Unidos da América é 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 esofagico, sendo capazes de induzir cancer de eséfago em animais (SWANN,
1984; AZE, 1993; ANDERSON, 1995). Estes estudos aumentaram ainda mais as suspeitas
de que a exposigdo as nitrosaminas seria um importante fator neste tipo de cancer no
homem. RIBEIRO PINTO (1997) mostrou que a morfina, o principal alcaléide do o6pio,
também modifica a farmacocinética e distribuicdo da DEN e que as mudancgas sao similares
aquelas produzidas pelo etanol. Isto reforca a hipétese de que estas duas substancias
possuem uma base comum na influéncia sobre a carcinogénese esofagica: seus efeitos na

farmacocinética das nitrosaminas as quais o homem esta exposto.

O conhecimento de que os compostos N-nitrosos exibem atividade biolégica similar
em tecidos animais e humanos, sugere que as observagdes 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 bufalo (REUBER, 1975, 1977) e ratos Wistar (MANDARD, 1984) com
incidéncias variaveis de carcinoma esofagico. Varias espécies de animais, tais como
coelhos (IIZUKA, 1977), galinaceos (YANG, 1980) e caes da raga 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



6 DISCUSSAO 59

medidos parametros bioquimicos apds 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 utilizagdo de fémeas e o niumero de quatro animais por gaiola visaram evitar os conflitos
por estabelecimento de liderangas territoriais, atitude quase exclusiva dos machos,

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

O numero e a distribuicdo dos animais empregados no presente estudo confirmaram
ser adequados para uma analise satisfatéria e que suportaram as perdas durante as
analises 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. Nao foi possivel a realizagdo de necropsia devido ao elevado
grau de decomposigdo 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 o6bitos ndo pode ser esclarecida. Trés (1,7%)
espécimens hepaticos ndo puderam ser examinados: dois devido as mortes nao

programadas e um por inadequacao 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 nao influir no processo de carcinogénese (RUBIO,

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

A administragdo das substancias diluidas na agua de beber deveu-se a simplicidade
do método, exigindo minima manipulagéo 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 numero 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 desnecessaria dos animais, foi constituido
um grupo controle com oito ratas (ao invés de 44) ingerindo somente agua. Nenhum destes
animais apresentou alteragdo macroscépica no estfago (DILLENBURG, 2000), nem
microscopica em esotfago e figado. Este grupo foi excluido da analise, pois o nimero de oito
animais provocou forte assimetria dos dados, prejudicando a adequada analise 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 alteracdo maligna, o que justifica a utilizacdo deste
dado histérico associado ao do presente estudo para a exclusdo do referido grupo de

ingestao de agua da analise estatistica.

6.2.1 Dosagem das substancias

O conhecimento do peso aferido no inicio, meio e final do experimento, da
quantidade semanal de liquidos ingeridos e da concentracdo das substancias na solugao
aquosa permitiu o calculo da dose semanal realmente ingerida de cada substancia. Utilizou-
se este parametro pelos seguintes motivos: a) é faciimente comparavel aos inimeros
estudos que relatam as doses administradas aos animais, sejam eles modelos

experimentais de carcinogénese ou experimentos com morfina ou outras substancias
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(RIBEIRO PINTO, 1997; COCHIN 1959; SLADEK, 1974; SCHMAHL, 1960; GIBEL, 1967); b)
permite a correcdo das variagdes de peso e quantidade ingerida de liquidos durante os
meses de experimentagéo, tornando a variavel de mensuragdo (mg/kg/dia) mais precisa e
direta do que simplesmente a quantidade ingerida de liquidos citada em outros trabalhos
(RUBIO, 1987, 1993; KRUEL, 1992; GURSKY, 1999; MELO, 1999; SCHIRMER, 1999
VELHO, 2003); c) serve de parametro de controle das incidéncias neoplasicas entre os
grupos, avaliando se as diferencas sdo consequéncias da agao das substancias ou das

diferentes doses das mesmas.

As doses de DEN utilizadas nos trabalhos iniciais, como o de BAKER et al. (1974),
tinham uma elevada hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Por isso, estudos posteriores como
os de RUBIO et al. (1987), utilizaram doses menores a fim de diminuir a mortalidade dos
animais de experimentagao. Este autor, administrando DEN na concentragéo de 0,04 ml/litro
de agua de beber durante trés dias por semana, promoveu tumores esofagicos em
camundongos apoés periodos de 4 e 6 meses (1 e 3 tumores/cm de mucosa esofagica,
respectivamente). A concentragdo de 0,04 ml/litro de agua é equivalente a dose de 7
mg/kg/dia, dose superior a utilizada neste estudo. Varios outros autores (KRUEL, 1992;
GURSKY, 1999; MELO, 1999; SCHIRMER, 1999 VELHO, 2003) utilizaram-se deste modelo
em camundongos e ratos, mostrando graus variados de incidéncia tumoral esofagiana.
GIBEL (1967) provocou tumores esofagicos em 30% e 56% dos ratos com as respectivas
doses de 2,5 e 10 mg/kg/dia, e hepaticos em 100% dos que receberam estas mesmas
doses. Além disto, foi demonstrada a alquilagdo dos DNAs hepatico e esofagico com
3mg/kg/dose (RIBEIRO PINTO, 1997). SCHMAHL et al. (1960) provocaram tumores
hepaticos em quase todos os ratos de seu experimento, no periodo de 138 + 10 dias,
utilizando a dose de 5mg/kg/dia de DEN, ingerida diariamente. No presente estudo, optou-se
pela dose de 5mg/kg/dia de DEN, durante trés dias por semana, assemelhando-se aos
modelos de RUBIO et al. (1987) e RIBEIRO PINTO (1997) com o intuito de diminuir a

mortalidade de origem hepatica. O tempo de exposi¢cdo de 23 semanas ou 161 dias foi
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adotado por ser um periodo em que ocorre um grande numero de lesGes cancerosas com

niveis aceitaveis de mortalidade (MELO, 1999; VELHO, 2003).

Foi demonstrado que uma dose Unica de 5mg/kg de sulfato de morfina aumentou a
alquilagdo do DNA esofagico de ratos em 90% e diminuiu a do hepatico em 10%, quando
administrada 45 minutos antes de uma Unica dose de 3 mg/kg de DEN. Tais resultados nédo
se alteraram significativamente com o aumento das doses de sulfato de morfina para 10 e
20 mg/kg (RIBEIRO PINTO, 1997). Entretanto, a ingestdo de 15,5 mg/kg/dia provocou
importante diminuicdo na atividade geral dos animais e consequiente menor ingestdo das
solugbes como demonstrado em estudo piloto detalhado em DILLENBURG (2000). No
presente estudo, optou-se pela utilizagdo de 5mg/kg/dia de sulfato de morfina, por ser uma
dose capaz de provocar a alteracdo farmacocinética referida por RIBEIRO PINTO (1997),
sem provocar diminuigdo da atividade dos animais. Entretanto, as doses ingeridas foram
significativamente inferiores as estimadas, variando entre 2,3 e 2,5 mg/kg/dia. Estas doses
menores equivalem a 170 mg/dia no homem, semelhantes as utilizadas em analgesia na
medicina ocidental, tornando-as comparaveis as desta populagdo de usuarios cronicos de
morfina. Por outro lado, a dose ¢ inferior as relatadas na populagdo de adictos do norte do
Ird que recebiam 3 gramas diarias de 6pio (HEWER, 1978). Por esta razdo, provavelmente
nao traduzem validade para esta populagéo, na qual foi primeiramente descrita a relagéo

entre opio e cancer de es6fago (DOWLATSHAHI, 1985).

As doses realmente ingeridas pelos animais ficaram entre 46% e 58,9% das
esperadas para todas as substancias (Tabela 1). As baixas temperaturas do ambiente de
experimentagéo, desprovido de climatizagéo, durante o inverno (13 a 20°C em pelo menos
metade do experimento), podem ter contribuido para uma menor ingestdo liquida pelos
animais e conseqlente menor exposi¢cdo as substéncias. Embora as carcinogéneses
esofagica e hepatica sejam reconhecidamente dose-dependentes, a menor dosagem de
DEN nao teria influido decisivamente sobre os resultados destas carcinogéneses no

presente estudo. Rubio et al. (1987, 1993) descreveram que, além da dose administrada, o
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tempo transcorrido seria de grande importancia na formacao de tumores em eso6fagos de
camundongos. Segundo estes autores, clones de células esofagianas seriam “programadas”
a carcinogénese em estagios precoces do tratamento com a DEN, e que um grande numero
de tumores ocorreriam em intervalos maiores mesmo apos algumas poucas doses de DEN.
Enquanto animais tratados por trés meses apresentaram IT = 0,9, os tratados por trés
meses e mantidos vivos por quatro meses adicionais, com uma dieta livre de carcinégeno,
apresentaram IT cinco vezes maior (IT = 4,6) (RUBIO, 1993). No presente estudo,
desenvolveu-se no grupo Den uma percentagem de animais acometidos por lesdes
neoplasicas esofagicas muito superior a estimada previamente ao inicio do estudo (obtida =
71%; estimada = 30%), a despeito das doses ingeridas terem sido 59% das esperadas neste
grupo. Outros autores relataram incidéncias de carcinomas hepatocelulares proximas a
100% com doses diarias entre 5 e 10 mg/kg/dia de DEN com mortalidade de até 10%
(SCHMAHL, 1960; GIBEL, 1967). A partir disto, pode-se inferir que: a) tanto o tempo
transcorrido de seis meses quanto as doses realmente ingeridas de DEN foram adequados
para provocar os efeitos carcinogénicos esperados nos dois 6rgaos avaliados, com
mortalidade praticamente nula, apesar das doses terem sido muito inferiores as estimadas
no inicio do estudo; b) as baixas temperaturas ambientais n&o interferiram no processo de
carcinogénese induzida pela DEN em es6fago e figado, mesmo podendo ter diminuido a

ingestao hidrica pelos animais e, em consequéncia, da dosagem das substancias.

A significativa diferenga das doses ingeridas de DEN entre os grupos (Den: 2,9
mg/kg/dia, Den+morf: 2,3 mg/kg/dia e Den/morf: 2,8 mg/kg/dia) (p<0,001) (Tabela 1)
determinou que as incidéncias neoplasicas poderiam ter sido influenciadas pelas diferentes

doses de carcinégeno ingerido.

Em relagdo a morfina, a significativa diferenga entre as doses de Den+morf (2,3
mg/kg/dia) e os demais grupos (Morf: 2,5 mg/kg/dia e Den/morf: 2,4 mg/kg/dia) (p<0,001)
nao parece relevante (Tabela 1). A razdo para assumir-se tal similaridade de efeito entre os

grupos estaria na incapacidade de indugéo direta da carcinogénese pela morfina como
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observado no grupo Morf e descrito por outros autores (YOO, 1990, RIBEIRO PINTO,
1997). Além disso, a morfina é quase totalmente eliminada nas primeiras 24 horas apds sua
administragdo (OSBORNE, 1997), ndo exercendo efeitos cumulativos decorrentes da
quantidade ingerida como no caso da DEN. Desta forma, considerou-se que a ingestdo de
quatro dias por semana de morfina pelo grupo Den/morf ndo o tornaria um grupo diferente

dos que ingeriram morfina trés dias por semana.

6.2.2 indice Tumoral esoféagico - macroscopia

Apds a retirada dos o6rgdos dos animais, foi realizada a analise macroscopica
esofagica pelo pesquisador. As pecas foram entregues sem qualquer identificagdo com o
objetivo de evitar resultados potencialmente tendenciosos. A coloragao da peca esofagica
com azul de toluidina e o uso do microscopio estereoscopico facilitaram a leitura das lesbes
com, no minimo, um milimetro de didmetro, técnicas utilizadas em outros trabalhos
(GURSKY, 1999; SCHIRMER, 1999; VELHO, 2003). Obtinha-se, como ja descrito, o indice
Tumoral esofagico de Rubio (1987) que se mostrou adequado na avaliagdo da incidéncia
tumoral esofagica em ratos e camundongos previamente (RUBIO 1987, 1993; KRUEL,
1996; VELHO, 2003; GURSKY, 1999; SCHIRMER, 1999). A comparagéo entre os achados
macroscopicos e microscopicos classifica este indice como adequado na avaliagdo da

incidéncia de neoplasias esofagicas também no presente estudo (Tabela 4) (p<0,05).
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6.2.3 Andlise histopatoldgica

As pecas examinadas foram preparadas em Hematoxicilina-Eosina, técnica esta
consagrada na avaliagao histopatologica de lesbdes pré-malignas e malignas, tanto hepaticas
quanto esofagicas, por diversos autores (BANNASCH, 1975;WATANABE, 1990; DAWSEY,
1994; KRUEL, 1996; RIDDELL, 1998; GURSKY, 1999; SCHIRMER, 1999; SCHLEMPER,
2001; SAEKI, 2002; VELHO, 2003). O exame histoldgico foi realizado por patologistas que
ndo conheciam a que grupo pertencia cada espécimen para evitar-se resultados

tendenciosos.

Os percentuais de lesbGes pré-neoplasicas e neoplasicas, obtidos entre os animais
expostos somente a DEN, foram de 71,1% no eséfago e 73,8% no figado. Estes dados
foram semelhantes aos relatados por outros autores que se utilizaram de doses
equivalentes as estimadas no inicio deste estudo (SCHMAHL, 1960; GIBEL, 1967;

REUBER, 1975; MANDARD, 1984).

A andlise dos dados histoldgicos relativos a influéncia da morfina sobre os efeitos da
DEN foi didaticamente dividida em duas etapas: 1) carcinogénese esofagica e hepatica; 2)

metabolismo hepatico.
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6.2.3.1 Efeito da morfina sobre a carcinogénese esofagica e hepatica

N&o ha referéncia na literatura, at¢é o momento, de modelos experimentais que

estudaram efeitos carcinogénicos diretos ou indiretos da morfina sobre a mucosa esofagica.

Houve incidéncia maior de lesbes neoplasicas esofagicas nos animais que ingeriram
somente o carcindgeno (71,1%) (p<0,001) em relagédo aos dois grupos que ingeriram DEN e
morfina (Den+morf e Den/morf). Estes dois grupos apresentaram incidéncia neoplasica
semelhante entre si (50 e 55,8%) (Tabela 1). Apesar das doses de DEN terem sido
diferentes entre os grupos Den, Den/morf e Den+morf (2,9, 2,8 e 2,3 mg/kg/dia) (p<0,001),
observou-se uma relativa correspondéncia entre elas e a incidéncia de neoplasias
esofagicas: o grupo que ingeriu mais carcinégeno apresentou maior incidéncia de neoplasia.
Estes achados sugerem que a morfina ndo exerceria um efeito carcinogénico indutor sobre

a mucosa esofagica.

A incidéncia de lesbes neoplasicas hepaticas ndo encontrou correspondéncia com a
dose ingerida do carcindgeno. Os grupos Den e Den/morf apresentaram incidéncias
similares entre si, e maiores do que Den+morf (73,8%, 81,4% e 40,9%) (p<0,001), apesar
das doses terem sido diferentes entre todos os grupos (2,9, 2,8 e 2,3 mg/kg/dia) (p<0,001)
(Tabela 1). Observa-se que Den ingeriu uma dose significativamente maior do carcinégeno
do que Den/morf, mas foi acometido por 73,8% de neoplasias em comparagao com 81,4%
do outro grupo. Apesar das incidéncias ndo serem significativamente diferentes, estes
resultados poderiam expressar algum efeito da morfina sobre a carcinogénese hepatica.
Permanece a questdo: se as doses de carcinogeno fossem similares, haveria uma
significativa maior incidéncia de neoplasias no grupo Den/morf em relagdo a Den? Os

dados nao permitem concluir se a morfina exerceria efeito sobre a carcinogénese hepatica.
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Embora o carcinoma hepatocelular tenha ocorrido apenas 3 vezes, todos
acometeram os animais do grupo Den, mostrando que a DEN, sem influéncia da morfina,

provocou lesdes de maior gravidade do que nos demais grupos.

Foi encontrada leséo (2,3%) pré-neoplasica hepatica em um animal do grupo Morf,
um foco de células claras. BANNASCH et al. (1975) afirmam que estas lesbes podem
ocorrer nos animais controles com incidéncia tdo baixa quanto a ocorréncia natural de

carcinoma hepatocelular.

6.2.3.2 Efeito da morfina sobre o metabolismo hepéatico da Dietilnitrosamina

O mecanismo das mudancgas produzidas pela morfina ndo é claro, mas é provavel a
participagdo do sistema enzimatico citocromo P450 (RIBEIRO PINTO, 1997). Embora
tratamentos cronicos ou subagudos de ratos machos adultos com morfina tenham diminuido
os niveis de alguns P450s, doses elevadas de morfina entre 5 e 20 mg/kg/dia administradas
a ratos por quatro dias ou mais induziram outros P450s como os subgrupos 1A2, 2B1 e 2E1
(RANE, 1995). O P450 2E1 realiza uma parcela substancial do metabolismo hepatico da
DEN no rato (YOO, 1990). A morfina, além de ser metabolizada pelo P450 hepatico (YOO,
1990; RIBEIRO PINTO, 1997), atuaria como agente indutor deste P450 e poderia influenciar
no metabolismo de primeira passagem hepatica da DEN, tanto estimulando quanto
atenuando a ativacédo do carcinégeno. A morfina administrada de forma isolada, interrupta
(trés dias por semana) e cronica induziria semanalmente o subgrupo 2E1 da enzima P450
hepatico, mantendo-o ativado e livre para o0 momento em que o carcinégeno fosse ingerido.
Assim, a DEN seria largamente metabolizada no figado, tornando-se localmente ativa e
capaz de provocar alta incidéncia de carcinoma neste 6rgdo. Por ter sido amplamente

metabolizada no figado, haveria menor biodisponibilidade hematica para outros 6rgaos que
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também possuissem P450 como o es6fago, com consequente menor ativagdo local e
capacidade de formagcdo de carcinomas neste o6rgdo. Doses reconhecidamente
carcinogénicas de DEN, como as oferecidas ao grupo Den/morf, poderiam ter se utilizado
deste mecanismo metabolico da pré-ativagdo pela morfina para provocar um significativo
maior percentual de neoplasias hepaticas do que esofagicas, respectivamente 81,4% e
55,8% (Tabela 1). Através deste mesmo mecanismo poderia ter se formado uma lesao
hepatica pré-maligna no grupo Morf, no qual carcindgenos naturais seriam metabolizados

mais facilmente ao encontrarem um subgrupo enzimatico previamente ativado.

Ao ser ofertado DEN e morfina simultaneamente, poderia haver a indugdo e
utilizagdo do P450 2E1 hepatico pela morfina, mantendo este P450 “ocupado” no momento
em que o carcindgeno realiza seu metabolismo de primeira passagem, caracterizando um
fendmeno competitivo entre as duas substancias. Dependendo do grau de competicdo em
nivel hepatico, a biodisponibilidade hematica de DEN estaria inalterada ou mesmo
aumentada, com consequente metabolizacdo e carcinogénese também inalteradas ou
aumentadas no estfago. Este poderia ter sido o fendbmeno metabdlico ocorrido no grupo
Den+morf, no qual observaram-se resultados estatisticamente similares de 40,9% de

neoplasias hepaticas e 50% de esofagicas (Tabela 1).

Estes achados sugerem que a morfina poderia estimular o metabolismo hepatico da
DEN, quando em exposi¢do cronica, nas situagdes em que as substancias foram ingeridas
de forma intercalada. Esta hipotese baseia-se em achados indiretos de incidéncia
neoplasica em achados histolégicos, e necessitaria de novos estudos com aferigbes

metabdlicas diretas para conclusdes mais definitivas.
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6.3 PERSPECTIVAS FUTURAS DA LINHA DE PESQUISA

Este trabalho abre caminho para estudos subsequentes, baseados em avaliagbes de
biologia molecular de eséfago e figado, para conclusées acessorias a respeito da influéncia

da morfina na carcinogénese induzida pela DEN em modelos experimentais.



7 CONCLUSAO

Neste modelo experimental, concluimos que:

a morfina ndo apresentou efeito indutor sobre a carcinogénese esofagica induzida

pela ingestao de dietilnitrosamina.
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RESUMO

A alta incidéncia de cancer esofagiano no norte do Ira foi associada ao consumo de
opio e exposigdo as nitrosaminas. A dietilnitrosamina (DEN) possui potencial estabelecido
de produzir cancer experimental em eso6fago 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 solugédo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e dias.
Morf ndo promoveu neoplasias. Encontraram-se maiores incidéncias neoplasicas: a) no
estfago, 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 hepatica 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 hepatico de primeira passagem do

carcindgeno.

Unitermos: carcinoma epidermoide do es6fago, carcinogénese esofagica,

nitrosaminas, morfina.

INTRODUCAO

O céncer de eséfago 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 populagdes. Constatada uma intima correlagéo entre doencga e habitos
regionais, ou seja, com o modo de vida dessas pessoas1, observa-se que a origem do

cancer esofagico esta associada a fatores diferentes em cada regigo®>.

A alta incidéncia de cancer esofagiano foi associada ao habito do consumo de 6pio
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em regides de alta incidéncia no norte do Ird*® e & exposicdo as nitrosaminas na China,

principalmente através da dieta’”"°.

As razdes para a associagdo entre Opio e cancer de es6fago ndo sdo conhecidas,
porém experimentos mostraram que uma dose de sulfato de morfina, o principal alcal6ide do
6pio, causou alquilagdo do DNA aumentada no es6fago e diminuida no figado em ratos que
receberam dietilnitrosamina (DEN) apds a morfina. A DEN, uma nitrosamina, € considerada
uma das substancias com maior potencial de produzir cancer no eséfago e figado de ratos e

camundongos'"'?

, € a alquilagdo do DNA constitui-se numa conhecida alteragédo precursora
da carcinogénese provocada pela DEN nestes 6rgédos. Desta forma, a morfina causaria
diminuicdo da carcinogénese hepatica e aumento da esofagica por influenciar no
metabolismo hepatico da DEN. Uma vez sugerido que observagdes feitas em ratos
poderiam ser imputadas ao homem'!, estas seriam possiveis evidéncias metabdlicas, num

experimento agudo, para a associagao 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, os quais foram comparados a grupos que ingeriram morfina
simultaneamente ou ndo com DEN. Avaliou-se o efeito da administragdo crénica de morfina

e DEN na carcinogénese esofagica e hepatica.

METODOS

Substancias e animais

A DEN foi adquirida de SIGMA (St. Louis, MO, USA): N-0756, densidade — 0,95 g/ml.
O Sulfato de morfina foi adquirido de CRISTALIA (Itapira, SP, Brasil): DCB 0856.03-7,
densidade - 10 mg/ml. As ratas Wistar (176) com iniciais 185-215g foram obtidas do Biotério

da Fundagao Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul — FEPPS.
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Agua, alimento (Nuvilab CR1, baseado em critérios do National Research Council e National
Institute of Health — USA) e substancias diluidas foram trocados 3 vezes por semana,
quando foram medidas as quantidades ingeridas de cada solugdo. Todos os animais
receberam cuidados humanos e os protocolos foram aprovados pela Comissao Cientifica e
Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde do GPPG-HCPA (Grupo de Pesquisa e P6s-

Graduagéao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

Protocolo Experimental

Em Experimento Comparativo de Multiplos Grupos 176 ratas foram divididas em
grupos com 44 animais e ingeriram: Morf: morfina; Den: DEN; Den+morf: DEN + morfina
numa mesma solugdo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e dias. A solugéo
de morfina foi ingerida durante quatro dias por semana no grupo Den/morf e trés nos
demais grupos, enquanto que a DEN foi ingerida durante trés dias por semana nos
respectivos grupos. A dose estimada de 5mg/kg/dia foi utilizada para morfina e DEN. Os
animais foram pesados no inicio, aos trés meses e antes da eutanasia que ocorreu aos 161
dias (23 semanas). Eséfagos e figados foram ressecados e imediatamente colocados em

formalina tamponada a 10% até a andlise.

Analise histopatolégica

O esodfago foi examinado em toda sua extensdo por ser enrolado sobre si mesmo
(tipo “rocambole”) e foram retiradas 3 amostras representativas do figado. Os cortes foram
examinados em hematoxicilina-eosina (HE), em microscoépio éptico comum, por patologistas
que desconheciam o grupo de origem do espécimen. Considerou-se a lesdo de maior

gravidade em cada pega.

Os esodfagos foram classificados como': 1) histologia normal; 2) hiperplasia; 3)

esofagite; 4) papiloma; 5) displasia de baixo grau; 6) displasia de alto grau (incluindo
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carcinoma in situ); 7) carcinoma invasor. da mucosa, da muscular da mucosa e da
submucosa (Figura 1A e 1B). Foram consideradas neoplasias malignas a displasia de alto
grau e o carcinoma invasor, sendo denominadas de lesdes neoplasicas esofagicas ou CA

esofagico.

Os figados foram classificados como': 1) histologia normal, 2) focos de células
claras, 3) nodulos neoplasicos, 4) carcinoma hepatocelular (Figura 1C e 1D). Foram
considerados neoplasias malignas os focos de células claras, os nédulos neoplasicos e o
carcinoma hepatocelular, sendo denominados de lesdes neoplasicas hepaticas ou CA

hepatico.

A andlise de variaveis quantitativas foi feita através da ANOVA com um critério de
classificagdo e localizagdo das diferengcas pelo teste de Tukey. Entre as variaveis
categoricas, os grupos foram comparados por qui-quadrado com as diferengas localizadas
entre os grupos pelo procedimento de post-hoc proposto por Zar. O nivel de significancia

adotado foi de a = 0,05.

RESULTADOS

N&o foram observadas alteragées de conduta dos ratos secundarias a ingestao de
morfina. Houve duas mortes ndo programadas aos 31 e 74 dias de experimento, ambas no
grupo Den. N&o foi realizada analise histopatoldgica em 13 espécimens esofagicos e em 3
hepaticos: 2 devido as mortes ndo programadas e os demais por material deficiente para

analise. Portanto, 163 es6fagos e 173 figados foram submetidos ao exame histoldgico.
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Anélise histopatoldgica

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

em nenhum dos 6rgaos analisados (Tabela 1).

A incidéncia de lesbes neoplasicas esofagicas foi maior no grupo Den (71,1%) em
relagéo a todos os demais grupos (p<0,001). Esta incidéncia foi similar entre os dois grupos

que ingeriram DEN e morfina (Den+morf 50,0% e Den/morf 55,8%) (Tabela 1).

A incidéncia de lesbes neoplasicas hepaticas foi menor no grupo que ingeriu DEN e
morfina simultaneamente numa mesma solugcéo (Den+morf 40,9%) do que nos outros que

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

O possivel efeito da morfina sobre o metabolismo de primeira passagem hepatico da
DEN pode ser observado na Tabela 1. Os grupos Den e Den+morf apresentaram incidéncia
semelhante de lesGes esofagicas e hepaticas, enquanto que o Den/morf apresentou um

percentual maior de lesbes hepaticas do que esofagicas (p = 0,013).

A histologia esofagica foi normal na imensa maioria dos animais do grupo Morf
(95,0%), em contraste com os grupos que ingeriram DEN que foram normais em somente
2,6% no Den, 16,7% no Den+morf e 14,0% no Den/morf. O grupo Den causou uma maior
incidéncia de alteragdes, com tendéncia a lesdes de maior desestruturacao epitelial do que

os grupos tratados também com morfina (Den+morf e Den/morf) (Tabela 2).

Quase a totalidade dos animais do grupo Morf apresentou histologia hepatica normal
(97,7%), o que ndo ocorreu com os 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 alteragbes, os 3 casos de carcinoma

hepatocelular ocorreram no grupo Den (Tabela 3).
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Dosagem das substancias

A dose ingerida baseou-se na quantidade de solugdo semanal ingerida, no peso dos
animais e na concentragéo das substancias no liquido oferecido aos animais. A dose média

ingerida foi inferior a estimada de 5 mg/kg/dia em todos os grupos.

Entre os grupos expostos ao carcindgeno, todos ingeriram doses diferentes de DEN
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).
Entre os grupos que ingeriram morfina (Morf: 2,5 mg/kg/dia; Den+morf: 2,3 mg/kg/dia; e
Den/morf: 2,4 mg/kg/dia), o Den+morf ingeriu menos morfina do que os outros grupos

(p<0,001) (Tabela 1).

DISCUSSAO

Os compostos nitrosos apresentam-se na dieta ou no ambiente em doses bem
inferiores aquelas necessarias para desenvolver cancer, por isso a grande preocupacao é
com a sua exposigao crbnica. Os nitratos carcinogénicos estdo presentes na dieta
(principalmente em conservantes, corantes e aromatizantes alimentares), no tabaco, em
bebidas alcoodlicas (cerveja, whisky e licores), na exposi¢cdo ocupacional (industria da
borracha, pesticidas, cosméticos e curtimento do couro), e na higiene pessoal e doméstica
(cosméticos, xampus e detergentes)'?'*"". Foi estabelecido seu potencial hepatotéxico e

carcinogénico, tanto em seres humanos como em animais'®%

e descrito que as
nitrosaminas produziam a alquilagdo do DNA em tecidos humanos in vitro'?. A partir desses
estudos, foi sugerido que as nitrosaminas poderiam estar relacionadas ao céncer de

es6fago no homem? 0192123,

A descoberta de que as nitrosaminas apresentam um organotropismo bem definido
permitiu o desenvolvimento de modelos de estudo de cancer em diversos 6rgdos. Varios

autores utilizaram-se do modelo de carcinogénese esofagica e hepatica induzida pela DEN
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em camundongos e ratos, mostrando graus variados de incidéncia neoplasica conforme a
dose e o tempo de duragéo de seus estudos''®?*?°_ O conhecimento de que os compostos
N-nitrosos exibem atividade bioldgica similar em tecidos animais e humanos, sugere que as

observagdes feitas em ratos poderiam ser extrapoladas ao homem'"?'.

A incidéncia do cancer de eso6fago ¢ influenciada por diferentes fatores nas diversas
areas endémicas do mundo. Na Europa e Estados Unidos da América é relacionado com a

exposicdo ao alcool e tabaco, associados ou n3o*’?’

, ho sul do Brasil com o consumo de
“mate” quente®, e no norte do Ira foi associado por epidemiologistas com o fumo do 6pio e a
ingestdo de residuos do cachimbo de épio (sukhteh)*. Experimentos mostraram que o etanol
altera a farmacocinética das nitrosaminas®*?¢. Desta forma, elas sdo mais expostas ao

3337 Estes

tecido esofagico, sendo capazes de induzir cancer de es6fago em animais
estudos aumentaram ainda mais as suspeitas de que a exposigdo as nitrosaminas seria um
importante fator neste tipo de cancer no homem. Ribeiro Pinto'" mostrou que a morfina, o
principal alcaldide do 6pio, também modifica a farmacocinética e distribuicdo da DEN de
forma similar ao etanol. Isto refor¢a 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 o homem esta exposto.

A dose de 5 mg/kg/dia de DEN utilizada neste estudo durante trés dias por semana,
foi baseada nos estudos de Rubio? e Ribeiro Pinto!". O primeiro autor administrou DEN na
concentracdo de 0,04 ml/litro de agua de beber (7 mg/kg/dia), durante trés dias por semana,
e promoveu tumores esofagicos apds periodos de 4 e 6 meses em camundongos (1 e 3
tumores/cm de mucosa esofagica, respectivamente), com baixa mortalidade. Ribeiro Pinto"’
demonstrou a alquilagdo dos DNAs hepatico e esofagico com 3 mg/kg/dose de DEN. Outros

|24

autores confirmam o poder carcinogénico destas doses: Gibel" provocou cancer esofagico

em 30% e 56% dos ratos com as respectivas doses de 2,5 e 10 mg/kg/dia e Schmah|'®
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provocou carcinomas hepatocelulares em 92% dos ratos de seu experimento, no periodo de

138 £ 10 dias, utilizando doses entre 5 e 7,5 mg/kg/dia de DEN, ingeridas diariamente.

Em relacdo a morfina, foi demonstrado que uma dose Unica de 5 mg/kg aumentou a
alquilagdo do DNA esofagico de ratos em 90% e diminuiu a do hepatico em 10%, quando
administrada 45 minutos previamente a uma unica dose de DEN. Tais resultados nao se
alteraram significativamente com o aumento das doses de sulfato de morfina para 10 e 20
mg/kg "'. No presente estudo, optou-se pela utilizagdo de 5 mg/kg/dia de sulfato de morfina
que nao causaria alteragbes da atividade dos animais e provocaria as alteragdes

farmacocinéticas referidas previamente .

A dose ingerida pelos animais no experimento foi substancialmente inferior a dose
estimada. Embora as carcinogéneses esofagica e hepatica sejam reconhecidamente dose-
dependentes de DEN, Rubio et al. % descreveram que o tempo transcorrido seria também
de grande importancia na formagdo de tumores em eséfagos de camundongos. Segundo
estes autores, clones de células esofagianas seriam “programadas” a carcinogénese em
estagios precoces do tratamento com a DEN, e que grande niumero de tumores ocorreriam
em intervalos maiores mesmo apods poucas doses de DEN. Enquanto animais tratados por
trés meses apresentaram indice Tumoral (IT) = 0,9, animais tratados por trés meses e
mantidos vivos por quatro meses adicionais, com uma dieta livre de carcinégeno,
apresentaram IT cinco vezes maior (IT = 4,6) % No presente estudo, desenvolveu-se no
grupo Den uma percentagem de animais acometidos por lesGes neoplasicas esofagicas
superior a estimada no inicio do estudo (obtida = 71%; estimada = 30%), a despeito das
doses ingeridas terem sido 59% das esperadas neste grupo. A partir disto, pode-se inferir
que tanto o tempo transcorrido de 23 semanas quanto as doses realmente ingeridas de DEN
foram adequados para provocar os efeitos carcinogénicos esperados nos dois Orgaos

avaliados com mortalidade praticamente nula.
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A dose ingerida de morfina variou entre 2,3 e 2,5 mg/kg/dia, apenas 48% da
estimada de 5 mg/kg/dia. Estas doses equivalem a 170 mg/dia no homem, semelhantes as
utilizadas em analgesia na medicina ocidental, tornando-as comparaveis as desta populagao
de usuarios crénicos de morfina. Por outro lado, a dose é possivelmente inferior as relatadas
na populagdo de adictos do norte do Ira, que recebiam 3 gramas diarias de 6pio*. Por esta
razdo, provavelmente nao traduzem validade para esta populagdo, na qual foi primeiramente

descrita a relacdo entre épio e cancer de esdfago®®.

N&o ha referéncia na literatura de estudos experimentais que tenham avaliado os
efeitos carcinogénicos diretos ou indiretos da administragdo cronica da morfina sobre a

mucosa esoféagica.

Com o intuito ético de diminuir a eutanasia desnecessaria de animais, foi constituido
um grupo controle de ingestdo de agua com oito ratos. Este grupo apresentou analises
macro e microscopica normais no presente estudo, a exemplo de centenas de animais que
utilizaram a mesma fonte de agua em outros trabalhos da Instituicio®®. Este grupo foi
excluido da analise, pois o numero de oito animais provocou forte assimetria dos dados,

prejudicando a adequada analise estatistica.

Entre os animais expostos somente a DEN, 71% apresentaram lesées neoplasicas
esofagicas e 73% hepaticas, incidéncias semelhantes as de outros autores'®*?"“°_ Entre os
grupos expostos somente a morfina, ndo foram encontradas neoplasias esofagicas, porém
uma leséo (2,3%) pré-neoplasica hepatica se desenvolveu em um animal do grupo Morf, um
foco de células claras. Bannasch™ afirma que estas lesdes podem ocorrer nos animais

controles, com incidéncia tdo baixa quanto a ocorréncia natural de carcinoma hepatocelular.

Houve incidéncia maior de lesdes neoplasicas esofagicas nos animais que ingeriram
somente o carcinégeno (71,1%) (p<0,001) em relagdo aos dois grupos que ingeriram DEN e

morfina (Den+morf e Den/morf). Estes dois grupos apresentaram incidéncia neoplasica
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semelhante entre si (50% e 55,8%) (Tabela 1). Apesar das doses de DEN terem sido
diferentes entre os grupos Den, Den/morf e Den+morf (2,9, 2,8 e 2,3 mg/kg/dia) (p<0,001),
observou-se uma relativa correspondéncia entre elas e a incidéncia de neoplasias
esofagicas: o grupo que ingeriu mais carcindégeno apresentou maior incidéncia de neoplasia.
Estes achados sugerem que a morfina ndo exerceria um efeito carcinogénico indutor sobre

a mucosa esofagica.

A incidéncia de lesGes neoplasicas hepaticas ndo encontrou correspondéncia com a
dose ingerida do carcinégeno. Os grupos Den e Den/morf apresentaram incidéncias
similares entre si, e maiores do que Den+morf (73,8%, 81,4% e 40,9%) (p<0,001), apesar
das doses de DEN terem sido diferentes entre todos os grupos (2,9, 2,8 e 2,3 mg/kg/dia)
(p<0,001) (Tabela 1). Observa-se que Den ingeriu uma dose significativamente maior do
carcindégeno do que Den/morf, mas foi acometido por 73,8% de neoplasias em comparacéo
com 81,4% do outro grupo. Apesar das incidéncias ndo serem significativamente diferentes,
estes resultados poderiam expressar algum efeito da morfina sobre a carcinogénese
hepatica. Permanece a questao: se as doses de carcindgeno fossem similares, haveria uma
significativa maior incidéncia de neoplasias no grupo Den/morf em relagdo a Den? Os

dados nado permitem concluir se a morfina exerceria efeito sobre a carcinogénese hepatica.

O mecanismo das mudancgas produzidas pela morfina ndo é claro, mas é provavel a
participacdo do sistema enzimatico citocromo P450'"'. Embora tratamentos cronicos ou
subagudos de ratos machos adultos com morfina tenham diminuido os niveis de alguns
P450s, doses elevadas de morfina entre 5 e 20 mg/kg/dia administradas a ratos, por quatro
dias ou mais, induziram outros P450s como os subgrupos 1A2, 2B1 e 2E1%2. O P450 2E1
realiza uma parcela substancial do metabolismo hepatico da DEN no rato*®. A morfina, além

de ser metabolizada pelo P450 hepatico'"*

, atuaria como agente indutor deste P450 e
poderia influenciar no metabolismo de primeira passagem hepatica da DEN, tanto

estimulando quanto atenuando a ativagao do carcinégeno. A morfina, administrada de forma
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isolada, interrupta (trés dias por semana) e crbnica induziria semanalmente o subgrupo 2E1
da enzima P450 hepatica, mantendo-o ativado e livre para o momento em que o
carcindégeno fosse ingerido. Assim, a DEN seria largamente metabolizada no figado,
tornando-se localmente ativa e capaz de provocar alta incidéncia de carcinoma neste o6rgao.
Por ter sido amplamente metabolizada no figado, haveria menor biodisponibilidade hematica
para outros 6rgdos que também possuissem P450 como o esbfago, com conseqiiente
menor ativagdo local e capacidade de formagdo de carcinomas neste 6rgdo. Doses
reconhecidamente carcinogénicas de DEN como as oferecidas ao grupo Den/morf,
poderiam ter se utilizado deste mecanismo metabdlico da pré-ativagdo pela morfina para
provocar um significativo maior percentual de neoplasias hepaticas do que esofagicas,
respectivamente 81,4 e 55,8% (Tabela 1). Através deste mesmo mecanismo poderia ter se
formado uma lesdo hepatica pré-maligna no grupo Morf, no qual carcindgenos naturais
seriam metabolizados mais facilmente ao encontrarem um subgrupo enzimatico previamente

ativado.

Ao ser ofertado DEN e morfina simultaneamente, poderia haver a inducéo e
utilizacao do P450 2E1 hepatico pela morfina, mantendo este P450 “ocupado” no momento
em que o carcindgeno realiza seu metabolismo de primeira passagem, caracterizando um
fendmeno competitivo entre as duas substancias. Dependendo do grau de competicdo em
nivel hepatico, a biodisponibilidade hematica de DEN estaria inalterada ou mesmo
aumentada com conseqliente metabolizagdo e carcinogénese também inalteradas ou
aumentadas no eséfago. Este poderia ter sido o fenébmeno metabdlico ocorrido no grupo
Den+morf, no qual observou-se resultados estatisticamente similares de 40,9% de
neoplasias hepaticas e 50% de esofagicas (Tabela 1). Estes achados sugerem que a
morfina poderia estimular o metabolismo hepatico da DEN em exposig¢ao croénica quando as
substancias fossem ingeridas de forma intercalada. Esta hipétese baseia-se em achados
indiretos de incidéncia neoplasica em achados histoldgicos, e necessita de novos estudos

com afericdes metabdlicas diretas para conclusées mais definitivas.
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Neste modelo experimental, concluimos que a morfina ndo apresentou efeito indutor
sobre a carcinogénese esofagica induzida pela ingestdo de dietilnitrosamina. Observa-se
que a morfina pode ter estimulado o metabolismo hepatico de primeira passagem do

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

Dados sao expressos em numero (percentual) de casos positivos ou em média + desvio padréo 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 esofagico: lesdes
consideradas pré-malignas (displasias de alto grau) e malignas (carcinomas epiderméides) no
exame histopatologico. CA hepatico: lesbes consideradas pré-malignas (focos de células claras,
nédulos displasicos) e malignas (carcinomas hepatocelulares) no exame histopatologico.
“-“: solugdo ndo fornecida para ingestdo aos respectivos grupos.
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Tabela 2 - Freqiiéncia relativa dos achados na microscopia esofagica estratificada por
grupos de tratamento

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

Normal 38 (95,0) 1(2,6) 7(16,7) 6 (14,0) < 0,001
Hiperplasia 0 (0,0) 2 (5,3) 4 (9,5) 1(2,3) 0,166
Esofagite 0 (0,0) 2 (5,3) 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 sé@o expressos em numero (percentual) de casos. Grupo Morf: ingeriu morfina; Den: dietilnitrosamina
(DEN); Den+morf: DEN e morfina numa mesma solugéo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugbes e
dias.
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Tabela 3 - Freqiiéncia 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
No6dulos neoplasicos 0(0,0) 3(7,1) 10 (22,7) 7 (16,3) 0,005
Carcinoma hepatocelular 0(0,0) 3(7,1) 0(0,0) 0(0,0) 0,023

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

(A) HE 200x, displasia de alto grau em esb6fago de animal do grupo Den+morf:
células discaridticas acometendo mais da metade do epitélio escamoso, sem
invadir a membrana basal, (B) HE 200x, carcinoma epidermoide invasor que
atinge a muscular da mucosa em es6fago de animal do grupo Den+morf, (C) HE
40 x, foco de células claras em figado de animal do grupo Den, (D) HE 100x,
carcinoma hepatocelular em animal do grupo Den.
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ABSTRACT

BACKGROUND: the high incidence of esophageal cancer in the north of Iran has been
associated to the consumption of opium and exposure to nitrosamines. Diethylnitrosamine
(DEN) has an established potential of producing experimental cancer in the esophagus and
liver.

AIM: to evaluate by histopathology the effect of oral administration of morphine and DEN
during 23 weeks on the hepatic and esophageal carcinogenesis on 176 rats.

METHODS: we divided the rats into the following groups: Morph: morphine; Den: DEN;
Den+morph: DEN and morphine in the same solution; Den/morph: DEN and morphine in
different solutions and days.

RESULTS: Morph did not promote neoplasias. The highest neoplastic incidents were found:
a) in the esophagus, Den in relation to Den/morph and Den+morph (71.1%, 55.8%, and
50.0%); b) in the liver, Den and Den/morph in relation to Den+morph (73.8%, 81.4%, and
40.9%); c) higher incident of hepatic neoplasia than esophageal in Den/morph (81.4% and
55.8%). Different doses of DEN were ingested among the groups Den, Den/morph, and
Den+morph, respectively 2.9, 2.8, and 2.3 mg/kg/day.

CONCLUSIONS: these results show that the morphine did not promote esophageal
carcinogenesis and may have stimulated the hepatic metabolism of the first pass of the

carcinogen.

Headings: epidermoid carcinoma of the esophagus, esophageal carcinogenesis,

nitrosamines, morphine.
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RESUMO

RACIONAL: a alta incidéncia de cancer esofagiano no norte do Ird foi associada ao
consumo de Opio e exposicdo as nitrosaminas. A dietilnitrosamina (DEN) possui potencial
estabelecido de produzir cancer experimental em eséfago e figado.

OBJETIVO: avaliar por histopatologia o efeito da administragao oral de morfina e DEN na
carcinogénese esofagica e hepatica em ratos.

METODOS: durante 23 semanas, 176 ratos ingeriram diferentes solugdes, sendo divididos
em grupos: Morf: morfina; Den: DEN; Den+morf: DEN e morfina numa mesma solugao;
Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e dias.

RESULTADOS: Morf ndo promoveu neoplasias. Encontramos maiores incidéncias
neoplasicas: a) no esbéfago, 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 hepatica 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.

CONCLUSOES: estes resultados mostram que a morfina ndo promoveu a carcinogénese
esofagica e pode ter estimulado o metabolismo hepatico de primeira passagem do

carcinégeno.

Descritores: carcinoma epidermoide do esbdfago, carcinogénese esofagica, nitrosaminas,

morfina.
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INTRODUCTION

Esophageal cancer is among the ten most frequent in the world and if we consider
the social impact on the endemic regions, the problem becomes a severe scourge for those
populations. An intimate correlation has been seen between sickness and regional habits,
meaning the way people live?, and it has been shown that the origin of esophageal cancer

is associated with different factors in each region!'®%®),

The high incidence of esophageal cancer has been associated with the consumption
of opium habit in high-incidence regions in the north of Iran!">'*?4 and with the exposure to

nitrosamines in China, mainly through their diet®#"?24",

The reasons for the association between opium and cancer of the esophagus are not
known, but trials show that a dose of morphine sulfate, the main alkaloid of opium, caused an
alkylation increase in the DNA in the esophagus and a decrease in the liver in rats that
received diethylnitrosamine (DEN) after the morphine. DEN, a nitrosamine, is considered one
of the substances with the highest potential for producing cancer in the esophagus and liver

€3 and the alkylation of the DNA constitutes a known alteration precursory

of rats and mic
to the carcinogenesis provoked by DEN in these organs. This way the morphine would cause
a lowering of the hepatic carcinogenesis and an increase of the esophageal by influencing
the hepatic metabolism of DEN. Once suggested that the observations made in rats could be
imputed to man®"), these would be possible metabolic evidences, in an acute trial, for the

association between opium and cancer of the esophagus in rats and therefore, by extension,

in humans.

In the present study, we offered DEN in the rat's drinking water for three days during
each one of the 23 weeks, and compared with the groups that consumed morphine
simultaneously or not with DEN. We evaluated the effect of the chronic administration of

morphine and DEN on the hepatic and esophageal carcinogenesis.
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METHODS

We purchased the DEN from SIGMA (St. Louis, MO, USA): N-0756, density — 0.95
g/ml, and the morphine sulfate from CRISTALIA (Itapira, SP, Brazil): DCB 0856.03-7, density
- 10 mg/ml. We obtained the 176 Wistar rats, ranging from 185-215g, from Bioterio of the
State Foundation of Health Protection and Research in Rio Grande do Sul — FEPPS. Water,
food (Nuvilab CR1, based on criteria from the National Research Council and National
Institute of Health — USA), and the diluted substances were changed 3 times a week at which
time we measured the quantities ingested of each solution. All of the animals received
human care and the protocols were approved by the Scientific Commission and the Health
Research and Ethics Commission of GPPG-HCPA (the Research and Post-Graduate Group

of Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

In a Comparative Study of Multiple Groups, we divided 176 rats into groups with 44
animals and they ingested: Morph: morphine; Den: DEN; Den+morph: DEN + morphine in
the same solution; Den/morph: DEN and morphine in different solutions and days. The rats
ingested morphine solution during four days a week in the Den/morph group and three in the
other groups, while the DEN was ingested during three days a week in the respective
groups. We used the estimated doses of 5 mg/kg/day for morphine and DEN. The animals
were weighed in the beginning, at three months, and before euthanasia, which occurred at
161 days (23 weeks). We dried esophaguses and livers and immediately placed them in 10%

buffered formalin until analysis.

We examined the esophagus in its entire extension since it wraps around itself (like a
jellyroll) and removed three samples to represent the liver. Pathologists that were unaware of

the group of origin of the specimen, examined the sections in hematoxylin-eosin (HE) under
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a common light microscope. We considered always the lesion of higher grade of alteration of

each piece.

We classified the esophaguses as®?

1) normal histology, 2) hyperplasia, 3)
esophagitis, 4) papilloma, 5) low-grade dysplasia, 6) high-grade dysplasia (including
carcinoma in situ), and 7) invasive carcinoma: of the mucosa, of the muscularis of mucosa,
and of the sub-mucosa (Figure 1A and 1B). We considered malignant neoplasias the high-

grade dysplasia and invasive carcinoma, and called them neoplastic esophageal lesions or

esophageal CA.

We classified the livers as® 1) normal histology, 2) focus of clear cells, 3) neoplastic
nodules, and 4) hepatocellular carcinoma (Figure 1C and 1D). We considered malignant
neoplasias the focus of clear cells, the neoplastic nodules, and the hepatocellular carcinoma,

and called them neoplastic hepatic lesions or hepatic CA.

The quantitative variables was analysed by ANOVA with a criterion of classification
and the differences localized by the Tukey Test. Among the categorical variables, we
compared the groups by chi-square with the differences located among the groups by the

post-hoc procedure proposed by Zar. The significance level adopted was a = 0.05.

RESULTS

We did not observe changes in conduct of the rats subordinate to the ingestion of
morphine. There were two non-programmed deaths at 31 and 74 days of the trial, both of
them in the Den group. Histopathologic analysis was not carried out in 13 esophageal
specimens and in 3 hepatic: 2 due to non-programmed deaths and the others due to lack of
material for the analysis. Therefore, we submitted 163 esophaguses and 173 livers to the

histological exam.
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The morphine ingested in isolated form (Morph) did not induce significant

carcinogenesis in any of the organs analyzed (Table 1).

The incidence of neoplastic esophageal lesions was larger in the Den group (71.1%)
in relation to the other groups (p<0.001). This incidence was similar between the two groups

that ingested DEN and morphine (Den+morph 50.0% and Den/morph 55.8%) (Table 1).

The incidence of neoplastic hepatic lesions was less in the group that ingested DEN
and morphine simultaneously in the same solution (Den+morph 40.9%) than in the others

that ingested the carcinogen (Den/morph 81.4% and Den 73.8%) (p<0.001) (Table 1).

The possible effect of the morphine on the metabolism of first hepatic pass of the
DEN may be observed in Table 1. The Den and Den+morph presented a similar incidence
of esophageal and hepatic lesions while the Den/morph presented a higher percentage of

hepatic lesions than esophageal ones (p=0.013).

The esophageal histology was normal for the vast majority of the animals of the
Morph group (95.0%), in contrast with the groups that ingested DEN, which were normal in
only 2.6% of the Den, 16.7% of the Den+morph, and 14.0% of the Den/morph. The Den
group caused a greater incidence of alterations, with a tendency to lesions of greater
epithelial destructuring than the groups treated also with morphine (Den+morph and

Den/morph) (Table 2).

Almost all of the animals of the Morph group presented a normal hepatic histology
(97.7%), which did not occur with the groups that ingested DEN. In these, the histology was
normal in 26.2% of the Den, 59.1% of the Den+morph, and 18.2% of the Den/morph.
Though the Den/morph group represented greater incidence of changes, the 3 cases of

hepatocellular carcinoma occurred in the Den group (Table 3).

The dose ingested was based on the quantity of weekly solution ingested, on the
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animal's weight, and on the concentration of the substances in the liquid offered the animals.

The average dose ingested was inferior to the estimate of 5 mg/kg/day in all the groups.

Among the groups exposed to the carcinogen, they all ingested different doses of
DEN among themselves (Den: 2.9 mg/kg/day, Den+morph: 2.3 mg/kg/day, Den/morph: 2.8
mg/kg/day) (p<0.001). From the groups that ingested morphine (Morph: 2.5 mg/kg/day;
Den+morph: 2.3 mg/kg/day; and Den/morph: 2.4 mg/kg/day), the Den+morph group

ingested less morphine than the other groups (p<0.001) (Table 1).

DISCUSSION

The nitrate compounds are presented in the diet or in the environment in doses much
below those necessary to develop cancer, and for this reason the biggest concern is with
chronic exposure. The carcinogenic nitrates are present in the diet (mainly in food
preservatives, colorings, and flavorings), in tobacco and alcoholic beverages (beer, whisky,
and liquors), through occupational exposure (rubber, pesticide, cosmetic, and leather tanning
industries), and in personal and domestic hygiene products (cosmetics, shampoos, and

8.13.20.38) Their hepatotoxic and carcinogenic potential has been established both

detergents)'
in humans as well as in animals®?"*® and described that the nitrosamines produce the
alkylation of the DNA in human tissues in vitro®®. Based on these studies, it has been

suggested that nitrosamines could be related to cancer of the esophagus in man®'4 212223,

The discovery that nitrosamines present a well-defined organotropism allowed the
development of study models of cancer in various organs. Many authors used the model of
esophageal and hepatic carcinogenesis induced by DEN in mice and rats and showed
various levels of neoplastic incidence depending on the dose and time of duration of their

4,17,18,29,30,32,34,35

studies! ). The knowledge that the N-nitroso compounds show similar biological
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activity in animal and human tissues would suggest that the observations made in rats could

be extrapolated to man®3".

The incidence of cancer of the esophagus is influenced by different factors in the
various endemic areas of the world. In Europe and United States it is related with the
exposure to alcohol and tobacco, associated or not”“?, in the South of Brazil with the
consumption of hot matte tea’”, and in the north of Iran it has been associated by
epidemiologists with the smoking of opium and the ingestion of opium pipe residues
(sukhteh)".  Experiments show that ethanol alters the pharmacokinetics of the
nitrosamines!"*"*#3% |t causes higher exposure of nitrosamines to the esophageal tissue and
capable of inducing cancer of the esophagus in animals!**"3#3% Ribeiro Pinto®" showed
that morphine, opium's main alkaloid, also changes the pharmacokinetics and distribution of
DEN in a way similar to ethanol. This reinforces the hypothesis that these two substances
have a common base in their influence on esophageal carcinogenesis: their effects on

pharmacokinetics from the nitrosamines to which man is exposed.

The dose of 5 mg/kg/day of DEN used in this study during three days a week was
based on the studies of Rubio® and Ribeiro Pinto®". The first author administered DEN in
the concentration of 0.04 ml/liter of drinking water (7 mg/kg/day) during three days a week,
which promoted esophageal tumors after periods of 4 and 6 months in mice (1 and 3
tumors/cm of esophageal mucous, respectively), with low mortality. Ribeiro Pinto®"
demonstrated the alkylation of the hepatic and esophageal DNAs with 3 mg/kg/dose of DEN.
Other authors confirm the carcinogenic power of these doses: Gibel" provoked esophageal
cancer in 30% and 56% of the rats with the respective doses of 2.5 and 10 mg/kg/day, and
Schmahl®) provoked hepatocellular carcinomas in 92% of the rats of his trial in a period of

138 + 10 days using doses between 5 and 7.5 mg/kg/day of DEN, ingested daily.

In relation to morphine, it has been demonstrated that a single dose of 5 mg/kg

increased the alkylation of the esophageal DNA of rats by 90% and lowered the hepatic by
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10% when administrated 45 minutes previously to a single dose of DEN. These results do
not change significantly with the increase of the doses of morphine sulfate from 10 and 20
mg/kg®". In the present study, we used 5 mg/kg/day of morphine sulfate, which would not
cause changes in the activity of the animals and provoke the pharmacokinetic changes

referred to above®".

The dose ingested by the animals in this study was substantially lower to the dose
estimated. Though the esophageal and hepatic carcinogenesis are known to be dependent
on the dose of DEN, Rubio et al.®**" described that the time elapsed would also be of great
importance in the formation of tumors in the esophagus of mice. According to these authors,
clones of esophageal cells would be "programmed" for carcinogenesis in early stages of the
treatment with DEN, and that a large number of tumors would occur in longer intervals even
after only a few doses of DEN. While animals treated for three months presented a Tumor
Index (TI) = 0.9, animals treated for three months and maintained alive for four additional
months, with a carcinogen-free diet, presented a Tl that was five times higher (Tl = 4.6)*%. In
this present study, a percentage of animals affected by esophageal neoplastic lesions higher
than that estimated in the beginning of the study was developed in the Den group (obtained
= 71%; estimated = 30%), despite the doses ingested were only 59% of that expected in this
group. Based on this, it can be inferred that both the time elapsed of 23 weeks as well as the
doses actually ingested of DEN were enough to provoke the carcinogenic effects expected in

the two organs evaluated with practically no mortality.

The dose ingested of morphine varied between 2.3 and 2.5 mg/kg/day, which is only
48% of the estimated 5 mg/kg/day. These doses are equivalent to 170 mg/day for man,
which are similar to the levels used in analgesics in occidental medicine and making them
comparable to this population of chronic users of morphine. On the other hand, the dose is
possibly inferior to those reported in the population of addicts in the north of Iran, who

(19

received 3 grams of opium daily"®. For this reason, it most likely does not apply to this
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population where the relation between opium and cancer of the esophagus was first

described?.

With the ethical intention of lowering the unnecessary euthanasia of animals, a
control group with eight rats was created, which ingested only water. This group presented a
normal macro and microscopic analysis in the present study, the same of hundreds of
animals that used the same source of water in other research from this Institution'®). This
group was excluded from the analysis since the number of eight animals caused a strong

asymmetry in the data, jeopardizing an adequate statistical analysis.

Among the animals exposed only to DEN, 71% presented esophageal neoplastic
lesions and 73% hepatic, which are incidents similar to the other authors""?*?35)_Among the
groups exposed only to morphine, esophageal neoplasias were not found, but only one pre-
neoplastic hepatic lesion (2.3%) was developed in one animal group of Morph, a focus of
clear cells. Bannasch® affirms that although these lesions can occur in control animals, the

incidence is low, as is the incidence of naturally occuring hepatocellular carcinoma.

There was a higher incidence of esophageal neoplastic lesions in the animals that
ingested only the carcinogenic (71.1%) (p<0.001) in relation to the two groups that ingested
DEN and morphine (Den+morph and Den/morph). These two groups presented a
neoplastic incidence similar between themselves (50% and 55.8%) (Table 1). Even though
the doses of DEN were different among the groups of Den, Den/morph, and Den+morph
(2.9, 2.8, and 2.3 mg/kg/day) (p<0.001), a relative correspondence could be seen between
them and the incidence of esophageal neoplasias: the group that ingested more carcinogen
present a greater incidence of neoplasia. These results suggest that the morphine does not

exert an inductive carcinogenic effect on the esophageal mucosa.

The incidence of neoplastic hepatic lesions did not have a correspondence with the

dose ingested of the carcinogen. The Den and Den/morph groups presented incidences
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similar between themselves and higher than Den+morph (73.8%, 81.4%, and 40.9%)
(p<0.001), even though the doses of DEN were different among all the groups (2.9, 2.8, and
2.3 mg/kg/day) (p<0.001) (Table 1). Notice that Den ingested a significantly larger dose of
the carcinogen than Den/morph, but suffered from 73.8% of neoplasias in comparison to
81.4% of the other group. Despite the incidence not being significantly different, these results
could express some effect of the morphine on the hepatic carcinogenesis. A question still
remains: if the doses of carcinogen were similar, would there be a significantly higher
incidence of neoplasias in the Den/morph group in relation to the Den group? The data does
not allow us to make conclusions if the morphine would exert an effect on the hepatic

carcinogenesis.

The mechanism of changes produced by the morphine is not clear, but the
participation of the enzymatic cytochrome P450 system is probable®". Though chronic or
sub-acute treatment of adult male rats with morphine have lowered the levels of some
P450s, elevated doses of morphine between 5 and 20 mg/kg/day administered to rats for
four or more days induced other P450s such as sub-groups 1A2, 2B1, and 2E1®. The P450
2E1 carries out a substantial part of the hepatic metabolism of the DEN in the rat“?. The

(2831 byt it also acts as an inductive

morphine is not only metabolized by the hepatic P450
agent of this P450 and could have an influence on the metabolism of the DEN's first hepatic
pass, which would stimulate and attenuate the activation of the carcinogen. Morphine, when
administered in an isolated, non-continual (three days a week), and chronic way, could
induce weekly the 2E1 sub-group of the hepatic enzyme P450, maintaining it active and free
for the moment when the carcinogen is ingested. This way, the DEN would be mostly
metabolized in the liver, causing it to be locally active and capable of provoking a high
incidence of carcinoma in this organ. If it is mostly metabolized in the liver, there would be
less hematic bioavailability for other organs that also have P450 such as the esophagus, and

consequently a lower local activation and capacity to form carcinomas in this organ. Doses of

DEN known to be carcinogenic such as those offered to the Den/morph group could have
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been utilized by this metabolic mechanism of pre-activation by the morphine and promote a
significantly higher percentage of hepatic neoplasias than esophageal, respectively 81.4 and

55.8% (Table 1).

When offered DEN and morphine simultaneously, the induction and utilization of the
hepatic P450 2E1 by the morphine could occur, keeping this P450 "occupied" at the time in
which the carcinogen does its metabolism of the first pass, thus characterizing a competitive
phenomenon between the two substances. Depending on the level of competition at the
hepatic level, the hematic bioavailability of DEN would be unaltered or even increased and
consequently an unaltered or increased metabolization and carcinogenesis in the
esophagus. This could have been the metabolic phenomenon that occurred in the
Den+morph group when statistically similar results were seen of 40.9% of hepatic
neoplasias and 50% of esophageal neoplasias (Table 1). These results suggest that the
morphine could stimulate the hepatic metabolism of DEN in chronic exposure when the
substances are ingested in an interspersed way. This hypothesis is based on indirect results
of neoplastic incidence in histological results and needs new studies with direct metabolic

measurement in order to reach more definite conclusions.

We concluded that morphine did not present an inductive effect on the esophageal
carcinogenesis induced by the ingestion of diethylnitrosamine in this experimental model. We
supose that the morphine may have stimulated the hepatic metabolism of the first pass of the

carcinogen.



10 PAPER - MORPHINE DOES NOT PROMOTE ESOPHAGEAL 113
CARCINOGENESIS IN RATS EXPOSED TO DIETHYLNITROSAMINE

ACKNOWLEDGMENTS

e The State Foundation of Health Protection and Research — FEPPS, for them

making the biotério available as well as for the animals used in this study.

o The Post-Graduate Research Group of the Hospital de Clinicas in Porto Alegre
through its Research Support Fund and the Post-Graduate Program in Medicine:
Surgery, from the Federal University of Rio Grande do Sul, for them making the

financial resources available to carry out this study.

e Claudia Helena Werlang Dillenburg, Pathological Physician of the Histolab

Laboratory, Novo Hamburgo, Brazil, for the participation on pathological analysis.

e Giancarlo Marafon, Medical Student from the Medical School of the Federal

University of Rio Grande do Sul, Brazil, for the great help during the study.



10 PAPER - MORPHINE DOES NOT PROMOTE ESOPHAGEAL 114

CARCINOGENESIS IN RATS EXPOSED TO DIETHYLNITROSAMINE

REFERENCES

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Anderson LM, Chhabra SK, Nerurkar PV, Souliotis VL, Kyrtopoulos SA. Alcohol-related
cancer risk: a toxicokinetic hypothesis. Alcohol 1995;12:97-104.

Archer MC. Mechanisms of action of N-nitroso compounds. Cancer Surv 1989;8:241-50.

Aze Y, Toyoda K, Furukawa F, Mitsumori K, Takahashi M. Enhancing effect of ethanol on
esophageal tumor development in rats by initiation of diethylnitrosamine.
Carcinogenesis 1993;14:37-40.

Baker JR, Mason MM, Yerganian G, Weisburger EK, Weisburger JH. Induction of tumors
of the stomach and esophagus in inbred Chinese hamsters by oral diethylnitrosamine.
Proc Soc Exp Biol Med 1974;146:291-3.

Bannasch P, Becker FF, Busey W, Farber E,Firminger HI, Garner FM, Gdssner W, et al.
Report of a workshop on classification of specific hepatocellular lesions in rats. Cancer
Research 1975; 35:3214-3223.

Bartsch H, Ohshima H, Pignatelli B, Calmels S. Human exposure to endogenous N-
nitroso compounds: quantitative estimates in subjects at high risk for cancer of the oral
cavity, oesophagus, stomach and urinary bladder. Cancer Surv 1989;8:335-62.

Blot WJ. Esophageal cancer trends and risk factors. Semin Oncol 1994;21:403-10.
Cheng KK. The etiology of esophageal cancer in Chinese. Semin Oncol 1994;21:411-5.

Cheng KK, Day NE, Duffy SW, Lam TH, Fok M, Wong J. Pickled vegetables in the
aetiology of oesophageal cancer in Hong Kong Chinese. Lancet 1992;339:1314-8.

Cochin J, Axelrod J. Biochemical and pharmacological changes in the rat following
chronic administration of morphine, nalorphine and normorphine. J Pharmacol Exp
Ther 1959;(125):105-10.

De Barros SG, Ghisolfi ES, Luz LP, Barlem GG, Vidal RM, Wolff FH, Magno VA. [High
temperature “mate” infusion drinking in a population at risk for squamous cell
carcinoma of the esophagus]. Arq Gastroenterol 2000; 37:25-30.

Dowlatshahi K, Miller RJ. Role of opium in esophageal cancer: a hypothesis.
Cancer Res 1985;45:1906-7.

Ender F, Havre GN, Madsen R, Ceh L, Helgebostad A. Studies on conditions under
which N-nitrosodimethylamine is formed in herring meal produced from nitrite-
preserved herring. The risk of using nitrite uncritically as a preservative agent. Z
Tierphysiol Tierernahr Futtermittelkd 1967;22:181-9.

Forman D. Are nitrates a significant risk factor in human cancer? Cancer Surv
1989;8:443-58.

Ghadirian P, Stein GF, Gorodetzky C, Roberfroid MB, Mahon GA, Bartsch H, Day NE.
Oesophageal cancer studies in the Caspian littoral of Iran: some residual results,



10 PAPER - MORPHINE DOES NOT PROMOTE ESOPHAGEAL 115

CARCINOGENESIS IN RATS EXPOSED TO DIETHYLNITROSAMINE

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

including opium use as a risk factor. Int J Cancer 1985;35:593-7.

Ghadirian P, Vobecky J, Vobecky JS. Factors associated with cancer of the oesophagus:
an overview. Cancer Detect Prev 1988;11:225-34.

Gibel  W. Experimentelle untersuchungen  zur  zynkarzinogenese beim
o6sophaguskarzinom. Arch Geschwulstforsch 1967;30:181-9.

Gurski RR, Schirmer CC, Kruel CR, Komlos F, Kruel CD, Edelweiss MI. Induction of
esophageal carcinogenesis by diethylnitrosamine and assessment of the promoting
effect of ethanol and N-nitrosonornicotine: experimental model in mice. Dis Esophagus
1999;12:99-105.

Hewer T, Rose E, Ghadirian P, Castegnaro M, Malaveille C, Bartsch H, Day NE.
Ingested mutagens from opium and tobacco pyrolysis products and cancer of the
oesophagus. Lancet 1978;2:494-6.

Lijinsky W. Chemistry and biology of N-nitroso compounds. Cambridge: Cambridge
University Press; 1992. (Cambridge Monographs on Cancer Research)

Lin K, Shen ZY, Lu SH, Wu YN. Intake of volatile N-nitrosamines and their ability to
exogenously synthesize in the diet of inhabitants from high-risk area of esophageal
cancer in southern China. Biomed Environ Sci 2002; 15:277-82.

Lin K, Shen W, Shen Z, Wu Y, Lu S. Dietary exposure and urinary excretion of total N-
nitroso compounds, nitrosamine acids and volatile nitrosamine in inhabitants of high-
and low-risk areas for esophageal cancer in southern China. Int J Cancer 2002;
102:207-11.

Lu SH, Chui SX, Yang WX, Hu XN, Guo LP, Li FM. Relevance of N-nitrosamines to
oesophageal cancer in China. IARC Sci Publ 1991;105:11-7.

Malaveille C, Friesen M, Camus AM, Garren L, Hautefeuille A, Béréziat JC, Ghadirian P,
Day NE, Bartsch H. Mutagens produced by the pyrolysis of opium and its alkaloids as
possible risk factors in cancer of the bladder and oesophagus. Carcinogenesis
1982;3:577-85.

Mandard AM, Marnay J, Herlin P, Elie H, Tuyns AJ, Le Talaer JY. Cancer of the
esophagus induced in the Wistar rat by ethyl-N-butyl-nitrosamine. Bull Cancer
1984;71:419-24.

Montesano R, Hollstein M, Hainaut P. Genetic alterations in esophageal cancer and their
relevance to etiology and pathogenesis: a review. Int J Cancer 1996;69:225-35.

Pérez YS, Legleu CC, Cuellar CG, Carreén JP, Garcia SH, Neyoy CG. Oxidative stress
in carcinogenesis. Correlation between lipid peroxidation and induction of preneoplastic
lesions in rat hepatocarcinogenesis. Cancer Lett 2005; 217:25-32.

Rane A, Liu Z, Henderson CJ, Wolf CR. Divergent regulation of cytochrome P450
enzymes by morphine and pethidine: a neuroendocrine  mechanism?
Mol Pharmacol 1995;47:57-64.

Reuber MD. Carcinomas of the esophagus in rats ingesting diethylnitrosamine. Eur J
Cancer 1975;11:97-9.



10 PAPER - MORPHINE DOES NOT PROMOTE ESOPHAGEAL 116

CARCINOGENESIS IN RATS EXPOSED TO DIETHYLNITROSAMINE

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Reuber MD. Histopathology of preneoplastic and neoplastic lesions of the esophagus in
BUF rats ingesting diethylnitrosamine. J Natl Cancer Inst 1977;58:313-21.

Ribeiro Pinto LF, Swann PF. Opium and oesophageal cancer: effect of morphine and
opium on the metabolism of N-nitrosodimethylamine and N-nitrosodiethylamine in the
rat. Carcinogenesis 1997;18:365-9.

Rubio CA. Epithelial lesions antedating oesophageal carcinoma. |. Histologic study in
mice. Pathol Res Pract 1983;176:269-75.

Rubio CA, Munck-Wikland E, Fagerberg J, Strander H, Kuylenstierna R, Kruel C. Further
studies on the carcinogenic-free interval following exposure in experimental
esophageal tumorigenesis. In Vivo 1993;7:81-4.

Rubio CA, Liu FS, Chejfec G, Sveander M. The induction of esophageal tumors in mice:
dose and time dependency. In Vivo 1987;1:35-8.

Schmahl D, Preussmann R, Hamperl H. Leberkrebs-erzeugende wirkung von
diathylnitrosamin nach oraler gabe bei ratten. Naturwissenchaften 1960;47:89.

Siddigi MA, Tricker AR, Kumar R, Fazili Z, Preussmann R. Dietary sources of N-
nitrosamines in a high-risk area for oesophageal cancer - Kashmir, India. IARC Sci
Publ 1991;105:210-3.

Swann PF. Effect of ethanol on nitrosamine metabolism and distribution. Implications for
the role of nitrosamines in human cancer and for the influence of alcohol consumption
on cancer incidence. IARC Sci Publ 1984;57:501-12.

Swann PF. The possible role of nitrosamines in the link between alcohol consumption
and esophageal cancer in man. Toxicol Pathol 1984;12:357-60.

Swann PF, Coe AM, Mace R. Ethanol and dimethylnitrosamine and diethylnitrosamine
metabolism and disposition in the rat. Possible relevance to the influence of ethanol on
human cancer incidence. Carcinogenesis 1984;5:1337-43.

Tuyns AJ, Castegnaro M, Toussaint G, Walker EA, Griciute LL, Le Talaer JY. Research
on the etiological factors of oesophageal cancer in the West of France. Bull Cancer
1980;67:15-28.

Wu Y, Chen J, Ohshima H, Pignatelli B, Boreham J, Li J, Campbell TC, Peto R, Bartsch
H. Geographic association between urinary excretion of N-nitroso compounds and
oesophageal cancer mortality in China. Int J Cancer 1993;54:713-9.

Yoo JS, Ishizaki H, Yang CS. Roles of cytochrome P450IIE1 in the dealkylation and
denitrosation of N-nitrosodimethylamine and N-nitrosodiethylamine in rat liver
microsomes. Carcinogenesis 1990;11:2239-43.

Zhu JQ, Xiao Y, Liu ZQ, Chen JS, Guo ZL. The effects of Chinese tea on the methylation
of DNA by the esophageal carcinogen N-nitrosomethylbenzylamine. Biomed Environ
Sci 1991;4:225-31.



10 PAPER - MORPHINE DOES NOT PROMOTE ESOPHAGEAL

CARCINOGENESIS IN RATS EXPOSED TO DIETHYLNITROSAMINE

117

Table 1 — Neoplastic incidences and doses of the substances broken down by
treatment group

Morph Den Den+morph Den/morph P
n =40 n=38 n=42 n =43
Esophageal CA b , <0.001
0(0.0)® 27 (71.1)° 21 (50.0) 24 (55.8)
) n=44 n=42 n =44 n=43
Hepatic CA b <0.001
1(2.3)® 31(73.8)° 18(40.9) 35(81.4)°
DEN dose - 29+03% 23%0.1° 28+0.1° <0.001
Morphine dose 2.5+0.2° - 23+0.1° 24+01% <0.001

Data is expressed in numbers (percentages) of positive cases or as an average * standard deviation
of mg/kg/day. Distinct letters-index represent statistically significant differences among the groups.
Morph group: ingested morphine; Den: diethylnitrosamine (DEN); Den+morph: DEN and morphine
in the same solution; Den/morph: DEN and morphine in different solutions and days. Esophageal
CA: lesions considered pre-malignant (high-level dysplasias) and malignant (epidermoid
carcinomas) in the histopathologic exam. Hepatic CA: lesions considered pre-malignant (nidi of clear
cells, displastic nodules), and malignant (hepatocellular carcinomas) in the histopathologic exam.
“-*: Solution not provided for ingestions to the respective groups.



10 PAPER - MORPHINE DOES NOT PROMOTE ESOPHAGEAL
CARCINOGENESIS IN RATS EXPOSED TO DIETHYLNITROSAMINE

118

Table 2 — Relative frequency of the results from the esophageal microscopy broken
down by treatment groups

Morph Den Den+morph Den/morph p
(n =40) (n=38) (n=42) (n =43)
Normal 38 (95.0) 1(2.6) 7 (16.7) 6 (14.0) < 0.001
Hyperplasia 0 (0.0) 2 (5.3) 4 (9.5) 1(2.3) 0.166
Esophagitis 0 (0.0) 2 (5.3) 4 (9.5) 3(7.0) 0.283
Papilloma 1(2.5) 0(0.0) 1(2.4) 0 (0.0) 0.572
Low-grade Dysplasia 1(2.5) 6 (15.8) 5(11.9) 9(20.9) 0.084
High-grade Dysplasia 0 (0.0) 19 (50.1) 19 (45.2) 18 (41.9) < 0.001
Invasive Carcinoma 0 (0.0) 8 (21.0) 2 (4.8) 6 (14.0) < 0.001
Mucous 0(0.0) 6 (15.8) 2 (4.8) 4(9.3) 0.051
Muscle of mucous 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0 2 (4.7) 0.314
Sub-mucous 0(0.0) 1(2.6) 0 (0.0) 0(0.0) 0.346

Data is expressed in numbers (percentage) of cases. Morph Group: ingested morphine; Den: diethylnitrosamine
(DEN); Den+morph: DEN and morphine in the same solution; Den/morph: DEN and morphine in different

solutions and days.
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Table 3 — Relative frequency of the results from the hepatic microscopy broken down
by treatment groups

Morph Den Den+morp Den/morp p
(n =44) (n=42) h
(n=44 (n=43)
Normal 43 (97.7) 11(26.2) 26 (59.1) 8 (18.6) < 0.001
Focus of clear cells 1(2.3) 25 (59.5) 8(18.2) 28 (65.1) < 0.001
Neoplastic nodules 0(0.0) 3(7.1) 10 (22.7) 7 (16.3) 0.005

Hepatocellular carcinoma 0 (0.0) 3(7.1) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.023

Data is expressed in numbers (percentage) of cases. Morph Group: ingested morphine; Den: diethylnitrosamine
(DEN); Den+morph: DEN and morphine in the same solution; Den/morph: DEN and morphine in different
solutions and days.
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Figure 1 -

(A) HE 200x, high-grade dysplasia in esophagus of animal in the Den+morph
group, dyskaryotic cells affecting more than half of the squamous epithelium,
without invading the base membrane, (B) HE 200x, invasive epidermoid
carcinoma that affects the muscularis of mucosa in the esophagus of animal in
the Den+morph group, (C) HE 40 x, focus of clear cells in liver of animal in the
Den group, (D) HE 100x, hepatocelullar carcinoma in animal of the Den group.
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ANEXO A - Racdo completa para camundongos e ratos nuvilab CR1

(baseado em critérios do National Research Council e National Institute of Health — USA)

Composicdo bésica: carbonato de célcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo,

fosfato bicalcico, cloreto de sddio, premix mineral vitaminico, aminoacido.

Niveis de garantia: umidade ................... (max.) 12,5%
proteina bruta........... (min.) 22,0%
extrato etéreo............ (min.) 4,0%
matéria fibrosa.......... (max.) 8,0%
matéria mineral......... (max.) 10,0%
célcio (Ca).......ccceennes (min.) 1,4%
fésforo (P)......ccevenes (min.) 0,8%

Enriquecimento por kg de racdo: vitamina A (12.000 Ul);
vitamina D3 (1.800 Ul);
vitamina K3 (3 mg);
vitamina E (30,00 mg);
vitamina B1 (5,0 mg);
vitamina B2 (6,0 mg);
vitamina B6 (7,0 mg);
vitamina B12 (20,0 mcg);
niacina (60,0 mg);
acido pantoténico (20,0 mg);
acido folico (1,0 mg);
biotina (0,05 mg);
colina (600,0 mg);
antioxidante (100 mg);
metionina (300 mg);
ferro (Fe) (50 mg);
manganés (Mn) (60 mg);
zinco (Zn) (60 mg);
cobre (Cu) (10mg);
cobalto (Co) (1,5 mg);
lisina (100,0 mg).
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ANEXO B - Protocolos de avaliacéo

B.1 Eso6fago - Protocolo de avaliagéo

Rato n° Cadigo: Fotos ( )sim ( )nédo
Peso I: Peso Il: Peso lll:
MACROSCOPIA

COMPRIMENTO DO ESOFAGO: CM

NUMERO DE TUMORES:

INDICE TUMORAL ESOFAGICO DE RUBIO:

MICROSCOPIA Fotos ( ) sim ( ) nédo
estfago normal ()sim ( )nao
hiperplasia epitelial ()sim ( )nao
esofagite ()sim ( )nao
papiloma ()sim ( )nao
displasia de baixo grau ()sim ( )nao
displasia de alto grau (inclui CA in situ) ( )sim ( )nao

carcinoma epidermoide invasor

mucosa ( )sim ( )nao
muscular da mucosa ()sim ( )nao
submucosa ( )sim ( )néo

Outras lesbes:

Observagdes:
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B.2 Figado - Protocolo de avaliagéo
Raton®____ Caodigo:
MACROSCOPIA
Peso do figado: Fotos ( ) sim ( ) néo
Medida: _ x___ x____cm (3 eixos maiores)
Amostragem:

Presenca de tumor:

___lesdes, localizadas no(s) segmento(s):

()A ()B ()C ()D

amostras tumorais retiradas dos segmentos

()A ()B ()C ()D

amostras ndo tumorais retiradas dos segmentos

()A ()B ()C ()D

Obs.: 2 amostras tumorais e 1 amostra ndo tumoral do mesmo figado ou
1 amostra tumoral e 2 amostras n&o tumorais do mesmo figado.

Auséncia de tumor: ( ) amostras dos segmentos A, Be C

MICROSCOPIA Fotos ( ) sim ( ) ndo
figado normal ( )sim ( )nao
focos de células claras ()sim ( )nao
noédulos neoplasicos ( )sim ( )néo
carcinoma hepatocelular ( )sim ( )nédo

QOutras lesdes:

Observagodes:
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ANEXO C - Achados de macroscopia estratificados por grupos de tratamento

Ndmero de Comprimento dos indice Tumoral
tumores esodfagos Esofagico
Morf 0,00 + 0,00° 6,68 + 0,382 0,00 + 0,00°
Den 0,98 + 1,472 6,92 +0,54° 0,13+0,20°
Den+morf 0,20 + 0,55° 6,77+ 0,41° 0,03 +0,08°
Den/morf 0,41+ 0,95 6,95+ 0,51° 0,06 +0,13°

Dados sé@o expressos em média + desvio padrdo de numero de tumores, centimetros de esdfago ou indice de
tumores esofagicos. Letras-indice distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. Grupo Morf: ingeriu morfina; Den: dietilnitrosamina (DEN); Den+morf: DEN e morfina numa mesma
solugdo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e dias. indice Tumoral Esofagico de Rubio (IT) -
nimero de lesdes esofagicas / comprimento do eséfago (cm); letras-indice distintas representam diferencas
estatisticamente significativas.
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ANEXO D - Dose das substancias ingeridas (mg/kg/dia) durante as 23 semanas

Grupos que ingeriram Grupos que ingeriram
DIETILNITROSAMINA SULFATO DE MORFINA
Den Den+morf Den/morf Morf Den+morf Den/morf
Semana 1 3,41 3,16 3,16 2,35 3,16 1,88
Semana 2 3,18 2,99 3,10 2,36 2,99 2,25
Semana 3 3,26 2,81 2,97 2,52 2,81 1,80
Semana 4 3,20 2,33 3,03 2,58 2,33 2,35
Semana 5 3,16 3,04 3,04 3,13 3,04 2,34
Semana 6 3,11 3,12 3,12 2,42 3,12 2,12
Semana 7 2,97 3,02 3,02 2,14 3,02 2,19
Semana 8 3,28 2,67 2,67 2,13 2,67 2,34
Semana 9 2,82 2,42 2,42 2,14 2,42 2,21
Semana 10 2,48 2,54 2,54 1,93 2,54 2,27
Semana 11 2,63 2,57 2,57 1,97 2,57 2,25
Semana 12 2,00 1,90 1,90 1,53 1,90 2,25
Semana 13 2,21 2,02 1,93 3,21 2,02 2,34
Semana 14 3,00 1,66 2,90 2,75 1,66 3,16
Semana 15 2,64 1,96 3,09 3,44 1,96 2,94
Semana 16 2,98 2,27 3,55 2,52 2,27 3,11
Semana 17 3,24 2,85 3,04 2,36 2,85 2,95
Semana 18 3,31 2,85 2,71 2,30 2,85 2,70
Semana 19 3,22 2,17 2,75 2,78 2,17 2,70
Semana 20 3,00 2,11 2,94 2,02 2,11 2,70
Semana 21 2,54 2,19 2,75 3,04 2,19 2,49
Semana 22 2,50 2,45 2,44 2,84 2,45 2,84
Semana 23 2,30 2,53 2,75 2,70 2,53 2,07

MEDIA* 2,94+0,31% 2,30+0,13" 2,80+0,11° 2,48+0,20% 2,30%0,13" 2,440,127

Dados séo expressos em média 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 solugdo; Den/morf: DEN e morfina em diferentes solugdes e
dias.



