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Influéncia da morfina na carcinogénese
esofagica induzida pela dietilnitrosamina em
ratos — resultados preliminares

Carlos F. Dillenburg?, Cleber Dario P. Kruel*, Tiago Luis D. e Silva?,
André Silvio Schier?, Giancarlo Marafon?

OBJETIVOS: A alta incidéncia de cancer esofagiano no norte do Iré foi associada ao
opio. A dietilnitrosamina (DEN) é uma das nitrosaminas com maior potencial de produzir
céancer experimental no es6fago. Morfina, o maior alcaléide do épio, quando administrada
em altas doses a ratos, aumentou a etilacdo do DNA esofagico pela DEN e reduziu
seu metabolismo hepatico de primeira passagem. O presente trabalho objetivou estudar
o efeito da administracdo conjunta de morfina e DEN na carcinogénese esofagica.
MATERIAIS E METODOS: Durante 23 semanas, estudamos o efeito da administracio
conjunta de morfina e DEN na carcinogénese esofagica em ratos.

RESULTADOS: Encontrou-se maior incidéncia tumoral nos animais que receberam
somente DEN em relacdo aos que receberam DEN e morfina.

CONCLUSAO: Concluiu-se que a morfina ndo apresentou influéncia sobre a
carcinogénese esofagica induzida pela DEN em ratos.

Unitermos: carcinoma epidermoéide do es6fago; carcinogénese esofagica; nitrosaminas;
morfina.

Morphine influence on esophageal carcinogenesis induced by
diethylnitrosamine in rats - preliminary results

OBJECTIVE: In northern Iran, the high incidence of esophageal cancer was associated
to opium. Diethylnitrosamine (DEN) is one of the nitrosamines that presents high risk
for experimental cancer of the esophagus. Morphine, the largest alkaloid of opium, has
been reported to increase the ethylation of esophageal DNA through DEN and to reduce
first-passage hepatic metabolism, when administered in high doses to rats. Our objective
was to study the effect of joint administration of morphine and DEN on esophageal
carcinogenesis in rats.

MATERIAL AND METHODS: For 23 weeks, we studied the effect of joint administration
of morphine and DEN on the esophageal carcinogenesis in rats.

RESULTS: The animal models that received only DEN presented a higher incidence of
tumors than those that received DEN and morphine.

CONCLUSION: We concluded that morphine did not influence esophageal
carcinogenesis induced by DEN in rats.

Key-words: Epidermoid esophageal carcinoma, esophageal carcinogenesis,
nitrosamines, morphine.
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Introducéo

O opio foi associado a regides de alta
incidéncia de cancer de esb6fago no norte do
Ird (1-5). As razbes para esta associagdo ndo
séo conhecidas (6).

O unico carcindgeno conhecido capaz de
promover cancer de esdéfago em animais sédo
as N-nitrosaminas. Neste grupo, a
dietilnitrosamina (DEN) é uma das substancias
com maior potencial de produzir cancer no
esotfago de ratos e camundongos (6,7). O uso
da DEN, induzindo carcinoma de células
escamosas no esbéfago de camundongos, foi
realizado primeiramente por Clapp & Craig (8).
Previamente, Schmahl et al. (9) mostraram que
a ingestao de 5mg/kg de peso corporal por dia
de DEN, diluida em agua de beber, produzia
carcinoma hepatocelular em ratos em um
periodo de 138 + 10 dias. Mais tarde, Rubio (10)
desenvolveu modelos experimentais em
camundongos, em que utilizava a DEN em
doses menores, oferecida também em agua
de beber, a fim de diminuir a mortalidade pela
sua acao hepatotoxica.

Seres humanos sdo expostos as N-
nitrosaminas predominantemente através da
sintese natural no trato gastrointestinal. Embora
ndo seja ainda conhecido se estes
carcindgenos estdo envolvidos no cancer de
esodfago, evidéncias provenientes de duas
fontes sugerem um papel para tal envolvimento:
primeiro, de estudos realizados na China (11-
13) e, segundo, de experimentos em animais
com nitrosaminas e alcool (1,14,15). Na China,
compostos nitrosos foram detectados em
alimentos e na urina de moradores em areas
com altaincidéncia de cancer de es6fago. Além
disso, a sintese natural dos compostos nitrosos
parece ser maior que 0 normal na populagéao
destas areas de alto risco (16). A O;-
metilguanina, um produto da reacao das
nitrosaminas com DNA, foi detectado no DNA
esofégico de pessoas nessas areas de alta
incidéncia (6). Estudos com alcool em animais
tém também mostrado evidéncias consistentes
do envolvimento das nitrosaminas no cancer
esofagico. Alcool, o maior fator associado com
cancer de es6fago nos paises ocidentais (1),
mostrou um aumento substancial no numero
de tumores extra-hepéticos produzidos pelas
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nitrosaminas em animais de laboratorio,
incluindo tumores do eséfago em ratos. Este
aumento no numero de tumores é
primariamente devido as mudangas que o alcool
produz na farmacocinética das nitrosaminas
(17-19), e levou a hipotese que o efeito do alcool
na incidéncia do cancer humano é o resultado
do seu efeito na farmacocinética das
nitrosaminas as quais o homem esta exposto
(16,20). Estudos com morfina também
mostraram mudancas na farmacocinética e
distribuicdo da DEN, similares aquelas
produzidas pelo etanol (6). Desta forma,
constitui a base metabdlica para um possivel
aumento histopatogénico na formacgéo de
tumores esofagicos.

No presente estudo, ofereceu-se DEN na
agua de beber para ratos durante 3 dias por
semana, por 161 dias, comparando-os a
grupos que ingeriam morfina simultaneamente
ou ndo a DEN. O objetivo foi o de estudar o
efeito da administragdo conjunta de morfina e
DEN na carcinogénese esofagiana, através da
avaliacdo da incidéncia de tumores esofagicos.

Materiais e métodos

Foram utilizados ratos fémeas da
espécie Rattus norvegicus, da cepa Wistar
(Biotério da Fundacéo Estadual de Producéo e
Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul -
FEPPS), com 2 meses de idade e peso médio
de 205g, submetidos a temperaturas que
variaram de 13°C a 27,5°C.

Alimentacéo e substancias em estudo

Foi oferecida racdo para roedores ad
libitum e a agua de beber provinha da rede de
abastecimento de Porto Alegre (utilizada para
as diluicbes de todas as solucgdes).
Caracteristicas do carcindgeno dietilnitrosamina
(Sigma Chemicals CO, St. Louis, USA): DEN -
N-0756, frasco de 25 ml, densidade - 0,95 g/
ml, peso molecular - 102.1 e férmula quimica -
C,H.5-N,O; sulfato de morfina (Cristalia,
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.,
Itapira-SP, Brasil): frascos-ampolas de 1 ml,
contendo 10 mg de sulfato de morfina DCB
0856.03-7 por 1 ml de solucéo.

As solugbes finais eram renovadas
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semanalmente, acondicionadas em recipientes
plasticos e guardadas na geladeira a 4°C,
protegidas da luz, até que fossem oferecidas
aos animais em frascos que igualmente
protegiam da luz. Nos dias das trocas das
solugdes, era medido o volume ingerido pelos
animais de cada gaiola e o restante era
desprezado.

Divisdo dos grupos

O delineamento consistiu de um
Experimento Comparativo de Mdltiplos Grupos,
no qual 184 ratos foram distribuidas
aleatoriamente em 5 grupos, assim
constituidos:

Grupo 1 (G1 - 8 ratas): recebeu somente
agua (controle);

Grupo 2 (G2 - 44 ratas): recebeu solugéo
aguosa de sulfato de morfina (controle);

Grupo 3 (G3 - 44 ratas): recebeu solugéo
aquosa de DEN (controle);

Grupo 4 (G4 - 44 ratas): recebeu solugéo
aquosa de DEN e sulfato de morfina diluidas
simultaneamente (intervencao em estudo);

Grupo 5 (G5 - 44 ratas): recebeu solugéo
aquosa de sulfato de morfina, sendo substituida
por solugcdo aquosa de DEN nos dias
subsequentes (controle).

A solucéo de morfina foi oferecida durante
4 dias no G5 e durante 3 dias por semana nos
demais respectivos grupos. A DEN foi ingerida
durante 3 dias por semana nos respectivos
grupos. A dose de 5mg/kg/dia foi a utilizada
tanto para o sulfato de morfina quanto para a
DEN.

Os animais foram pesados no inicio do
estudo, aos 3 meses e imediatamente antes
do sacrificio.

Eutanéasia dos animais

Ocorreu apos 23 semanas ou 161 dias
apos o inicio do experimento, pela inalacéo de
éter etilico em campanula plastica fechada.
Analise macroscopica

O esb6fago (incluindo a juncao

esofagogastrica) era preso a uma lamina de
isopor pelas extremidades, aberto na sua face
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anterior, medido, e fixado em formalina
tamponada a 10%. Alguns dias mais tarde, foi
realizada a analise macroscoOpica pelo
pesquisador, a quem as pegas eram entregues
sem qualquer identificacdo. Procedia-se a
coloracdo com azul de toluidina e, com auxilio
de microscopio estereoscopico com aumento
de 10 vezes, realizava-se a contagem do
namero de lesdes presentes no esbéfago. Desta
forma, obtinha-se o indice tumoral de Rubio (10)
¥anumero de lesbes / comprimento do esdfago
(cm).

Analise estatistica

Para as variaveis quantitativas, foram
calculadas medidas descritivas incluindo a
média e o desvio padrdo. A comparacao dos
grupos foi feita através da ANOVA, com um
critério de classificacao e localizacdo das
diferencas através do teste de Tukey. Nas
situacdes onde encontramos forte assimetria
na distribuicdo dos dados e/ou
heterocedasticidade, optamos pela técnica ndo-
parameétrica de Kruskal-Wallis, com localiza¢éo
de diferencas através do teste de Dunn. O nivel
de significancia adotado no estudo foi de a =
0,05. Os dados foram processados e
analisados com o auxilio dos programas Excel
97 e SPSS verséo 8.0.

Resultados

Estudo piloto foi realizado, no qual definiu-
se que a dose tolerada de sulfato de morfina
para ingestao pelos animais, sem causar
efeitos adversos, era de 5 mg/kg/dia.

Do total de 184 ratos, houve 2 mortes ndo
programadas durante o experimento, ambas
precocemente (aos 31 e 74 dias de
experimento) e pertencentes ao Grupo 3.

A dosagem de cada substancia ingerida
variou de acordo com o tipo de solucéo
oferecida (tabela 1). A dose realmente ingerida,
por animal, foi calculada, com base na
guantidade de solucdo semanal ingerida, do
peso no inicio, as 12 e 23 semanas de
experimento, e da concentragdo das
substancias na solugéo oferecida aos animais.
A dose média recebida foi inferior a esperada
para todos os grupos, variando entre 45,4% e
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Tabela 1. Dose das substancias ingeridas (mg/kg/dia) durante as 23 semanas

Grupos que ingeriram
Dietilnitrosamina

Grupos que ingeriram
Sulfato de morfina

G3 G4 G5 G2 G4 G5
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 6 311 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 2,27 311
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 2,94+0,31° 230+0,13P 280+0,11P 248+020P 230+0,13P 2,44+0,12b

aMédia + desvio padréo; P diferencas estatisticamente significativas dentro dos grupos que ingeriram as
respectivas solugdes. G2-morfina; G3-DEN; G4-DEN+morfina simultaneos; G5-DEN+morfina intercalados.

58,6% das doses esperadas de 5 mg/kg/dia.
Entre os grupos que ingeriram DEN, todos
mostraram diferenca significativa entre si (P <
0,05). Entre os grupos que ingeriram morfina,
0 G4 ingeriu significativamente menos opioide
do que os outros grupos (P < 0,05) (tabela 1).
Na analise macroscoépica dos eséfagos,
observou-se lesbes papilares e vegetantes,
indistintamente entre os grupos testados,
apresentando entre 1 e 4 mm de diametro. As
lesbes apresentaram-se uniformemente
distribuidas em toda a extensao do eséfago.
Do total de 182 animais expostos aos
carcindégenos, ja excluidas as perdas,
observou-se lesdes tumorais em 34 (18,68%).
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No G3, 42,9% dos animais apresentaram
tumores, enquanto que no G4 e G5, 13,6% e
22,7% foram acometidos, respectivamente.

O grupo que ingeriu DEN (G3) apresentou
significativamente maior nimero de tumores do
gue os outros grupos (P < 0,05). O grupo que
ingeriu DEN e morfina intercalados (G5)
apresentou maior nimero de tumores do que
0 grupo que ingeriu estas substancias
simultaneamente (G4) e do que 0s grupos que
ndo ingeriram carcinégeno (Gl e G2),
constituindo-se num grupo intermediario, cuja
significancia estatistica a anélise ndo conseguiu
definir (tabela 2).

O indice de tumores proposto por Rubio

Revista HCPA 2001;21 (1)
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(10) (IT) foi calculado. O grupo que ingeriu DEN
(G3) apresentou significativamente maior IT do
que os outros grupos (P < 0,05). Nao houve
diferenca estatistica entre os demais grupos,
embora o que ingeriu DEN e morfina
intercalados (G5) tenha apresentado um IT
mais elevado em relacdo aos grupos que
ingeriram estas substancias simultaneamente
(G4) e aos que nao ingeriram carcindgeno (G1
e G2) (tabela 2).

Discussao

Os compostos nitrosos comegaram a
ser estudados neste século a partir da década
de 30. Varios estudos demonstraram a sua
hepatotoxicidade, manifestada por insuficiéncia
e necrose hepaticas, tanto em seres humanos
como em animais (9,21). Lijinsky (7) descreveu
gue as nitrosaminas produziam a alquilacao do
DNA em tecidos humanos in vitro. Os
compostos N-nitrosos apresentam-se na dieta
ou no ambiente em doses bem inferiores
aguelas necessarias para desenvolver cancer,
por isso a grande preocupacdo é com a sua
exposicao crénica. Varios autores (7,12,22,23)
relataram a presenca de nitratos
carcinogénicos em peixes, carnes com
conservantes, vegetais em conserva,
cogumelos, queijos e leite, além de estar
presente em baixas concentracdes na cerveja,
uisque, licores, e em alguns corantes e
aromatizantes adicionados a alimentos. A
exposicao ocupacional na industria da
borracha, manufatura de pneus, pesticidas,
cosmeéticos e curtimento do couro séo fatores

Dillenburg et al.

adicionais importantes. O uso domeéstico de
cosmeéticos, xampus e detergentes foi também
relacionado como fonte de exposicao as
nitrosaminas, além do consumo de tabaco. A
partir desses estudos, foi sugerido que as
nitrosaminas poderiam estar relacionadas ao
cancer de esdfago no homem (11,16,24).

A descoberta de que as nitrosaminas
apresentam um organotropismo bem definido
permitiu o desenvolvimento de modelos de
estudo de cancer em varios 6rgaos, entre eles
o esofago. Archer (25) afirmou que os
compostos N-nitrosos exibem atividade
biolégica similar em tecidos animais e
humanos. Vérios autores (10,26-29) utilizaram
a dietilnitrosamina e produziram com esta
droga a carcinogénese esofagica em animais.
As doses utilizadas nos trabalhos iniciais, como
o de Baker (26), tinham uma elevada
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Por isso,
estudos posteriores como os de Rubio et al.
(20) utilizaram doses menores a fim de diminuir
a mortalidade dos animais de experimentacao.
Varios outros autores (30-34) utilizaram-se
deste modelo em camundongos e ratos,
mostrando graus variados de incidéncia tumoral
esofagiana. Gibel (14) provocou tumores
esofagicos em 30% e 56% dos ratos com as
respectivas doses de 2,5 e 10 mg/kg/dia. Além
disto, foi demonstrada a alquilagéo dos DNAs
hepatico e esofagico com a dose de 3mg/kg/
dose (6). Schmahl et al. (9) 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-

Tabela 2. Achados de macroscopia estratificados por grupos de tratamento

Comprimento dos

NUmero de tumores esofagos indice de Rubio @
Grupo 1 0,00 + 0,00 b 7,19+0,61° 0,00 + 0,00 »
Grupo 2 0,00 + 0,00 6,68 + 0,38 P:c 0,00 + 0,00
Grupo 3 098+1,47°¢ 6,92 +£0,54 b 0,13+0,20 ¢
Grupo 4 0,20 £ 0,55 b 6,77 £0,41 b 0,03 +0,08 P
Grupo 5 0,41+ 0,95 b.c 6,95+0,51 b 0,06 £ 0,13 °

afndice Tumoral de Rubio (10) (IT) - nimero de lesdes / tamanho es6fago (cm);
be dados sdo apresentados como média + desvio padréo. Letras-indice distintas
representam diferencgas estatisticamente significativas.
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se pela dose de 5mg/kg/dia de DEN, durante 3
dias por semana, com o intuito de diminuir a
mortalidade de origem hepética. O tempo de
exposicédo de 23 semanas ou 161 dias foi
adotado por ser um periodo em que ocorre um
grande numero de lesGes cancerosas com
niveis aceitaveis de mortalidade (32,34).

A incidéncia do cancer de esbéfago é
influenciada por diferentes fatores nas diversas
areas endémicas do mundo. Na Europa e
Estados Unidos da América, é associado com
0 consumo do alcool (35,36), e no norte do Ird
foi associado por epidemiologistas com o fumo
do 6Opio e a ingestéo de residuos do cachimbo
de 6pio (sukhteh). Estudos prévios mostraram
gue o etanol altera a farmacocinética das
nitrosaminas (17,20). Desta forma, elas sé&o
mais expostas ao tecido esofagico, sendo
capazes de induzir cancer de esdfago em
animais (15,17,20). Estes estudos aumentaram
ainda mais as suspeitas de que a exposi¢ao
as nitrosaminas seria um importante fator neste
tipo de cancer no homem. Ribeiro Pinto &
Swann (6) mostraram que a morfina, o principal
alcaléide do Opio, também modifica a
farmacocinética e distribuicdo da DEN e que
as mudancas séo similares aquelas produzidas
pelo etanol. Estes autores mostraram que uma
dose Unica de 5mg/kg/dia de sulfato de morfina
aumentou a alquilagdo do DNA esofagico de
ratos em 90% e diminuiu a do hepatico em 10%,
guando administrada previamente a uma unica
dose de DEN. Estes resultados nédo se
alteraram significativamente com o aumento
das doses de sulfato de morfina para 10 e 20
mg/kg/dia. No presente estudo, optou-se pela
utilizacdo de 5mg/kg/dia de sulfato de morfina,
por ser uma dose capaz de provocar a
alteragdo farmacocinética demonstrada por
Ribeiro Pinto & Swann (6). Adicionalmente, os
animais toleraram bem a ingestao desta dose,
sem causar alteracdes em seu grau de
atividade, como demonstrado em estudo piloto
prévio. Embora esta seja uma dose
sensivelmente superior do que a de morfina
geralmente utilizada para analgesia na medicina
ocidental, ela é compativel ou mesmo inferior
as relatadas entre adictos, que recebiam doses
diarias de 6pio tdo altas quanto 3g (3), e em
cujo grupo a relacdo entre Opio e cancer de
esb6fago foi primeiramente descrita (37).
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Duas foram as mortes ndo programadas
(1,39%), ocorridas aos 31 e 74 dias de
experimento, que parecem nao ter tido relagao
com o tipo de substancia ingerida, devido a
precocidade com que ocorreram (31 e 74 dias).
Nao foram evidenciadas alteracdes
secundarias a morfina no comportamento dos
animais.

O indice Tumoral de Rubio (10) (IT) -
namero de lesbes / tamanho esb6fago (cm),
adotado no presente estudo, mostrou-se
adequado na avaliagdo da incidéncia tumoral
esofagica macroscopica em outros estudos
(31,34).

Os animais apresentavam seus pesos
médios elevados em 8,56% aos 3 meses e
17,82% no final dos 6 meses, em relacdo ao
inicio do experimento. O conhecimento de tais
dados permitiu a correcdo da concentracéo das
substancias oferecidas na agua de beber.

As dosagens semanais realmente
ingeridas de cada substancia para cada animal
pareceram ser parametro mais objetivo e
preciso do que as quantidades ingeridas das
solugdes isoladamente, e por isso foi utilizado
neste estudo. Estas dosagens foram 41,62%
a 55,66% menores do que as esperadas para
todas as substancias. As baixas temperaturas
ambientais secundarias ao inverno rigoroso (13
a 20°C em metade do periodo), podem ter
contribuido para uma menor ingestao liquida e,
em consequéncia, pelas menores dosagens.
Embora a carcinogénese esofagica seja
reconhecidamente dose dependente, a menor
dosagem de DEN nao teria influido
decisivamente sobre os resultados da
carcinogénese esofagica neste estudo. Rubio
et al. (10,38) descreveram que, além da dose
administrada, o tempo transcorrido seria de
grande importancia na formagéo de tumores
em esofagos 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 ocorreria em
intervalos maiores, mesmo apdés algumas
poucas doses de DEN. Enquanto animais
tratados por 3 meses apresentaram IT = 0,9,
animais tratados por 3 meses e mantidos vivos
por 4 meses adicionais, com uma dieta livre de
carcindgeno, apresentaram IT 5 vezes maior
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(IT = 4,6) (38). No presente estudo,
desenvolveu-se, No grupo que ingeriu somente
DEN (G3), uma percentagem de animais
acometidos por tumores préxima ao estimado
previamente ao inicio do estudo (obtido = 43%,
estimado = 30%). A partir disto, pode-se inferir
gue: a) tanto o tempo transcorrido de 6 meses
guanto as doses realmente ingeridas de DEN
foram adequados para provocar os efeitos
carcinogénicos esperados; b) as baixas
temperaturas ambientais, embora tenham
diminuido a ingestéo hidrica pelos animais e,
em consequUéncia, da dosagem das
substancias, também nao interferiram
significativamente no processo de
carcinogénese esofagica induzida pela DEN.

Na analise macroscoépica, observou-se
gue cerca de 43% dos animais expostos a DEN
apresentaram tumores naluz esofagica. Varios
autores relataram previamente valores
semelhantes em seus estudos com ratos
(14,26,39). Nao ha referéncia na literatura, até
0 momento, de modelos experimentais que
estudaram efeitos carcinogénicos diretos ou
indiretos da morfina sobre a mucosa esofagica.

Ao se compararem 0S grupos sob o
ponto de vista macroscoépico, nota-se que ha
uma diferenca estatistica significativamente
maior em relagdo ao numero de tumores e
indice tumoral de Rubio (IT) (10) entre o grupo
gue ingeriu somente o carcindgeno (G3) e todos
0s outros grupos (tabela 2). Os 3 grupos que
usaram DEN apresentaram nimero de tumores
e IT diferentes entre si, proporcionais a
dosagem recebida de carcindgeno. Embora as
doses de DEN tenham sido significativamente
diferentes entre estes grupos (P < 0,05), o IT
encontrou significancia estatistica somente para
0 grupo que ingeriu DEN (G3) em relag&o aos
outros que receberam também morfina.

A ingestédo da solugcdo concomitante de
morfina e DEN (G4) provocou IT inferior, porém
sem alcancar significancia estatistica, ao do
grupo que ingeriu as mesmas substancias em
solucdes separadas, em dias alternados (G5).
A principal causa teria sido a significativa menor
dosagem ingerida de DEN no G4 em relacao
ao G5 (P < 0,05), provocando um menor efeito
dose dependente sobre a carcinogénese
esofagica. Esta menor dosagem deveu-se a
menor média de ingestdo liquida diaria por
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animal: 22,9 ml para G4 e 28,7 ml para G5 (P <
0,05). Desconhecem-se as razdes para esta
menor ingestao, porém é possivel que a solugao
contendo DEN e morfina concomitante tenha
sido menos tolerada pelos animais.

Entre os grupos que ingeriram sulfato de
morfina, houve uma maior incidéncia tumoral
no grupo que ingeriu morfina e DEN alternados
(G5) do que o que recebeu estas substancias
simultaneamente (G4) e o0 que ingeriu somente
morfina (G2) (tabela 2). N&o houve diferenca
estatistica entre nenhum dos grupos em relacéo
ao IT, porém houve menor consumo de morfina
por G4 em relacéo aos outros dois grupos (P <
0,05), reforgcando a possibilidade da menor
tolerancia dos animais a solucgao constituida por
DEN e morfina concomitante.

Desta forma, pode-se inferir que a
morfina ndo apresentou, neste estudo,
influéncia sobre a carcinogénese esofagica
induzida pela DEN, e que a incidéncia tumoral
foi proporcional a dose administrada do
carcinégeno.

O mecanismo das mudancas produzidas
pela morfina ndo é claro. A inibicdo do
metabolismo de outras drogas pela morfina é
conhecida desde 1956 (6,40). Tratamento
cronico ou subagudo de ratos machos adultos
com morfina diminuiram os niveis de alguns
P450s, tais como P450 2C11 (41). Por outro
lado, quando doses de morfina entre 5 e 20 mg/
kg/dia foram administradas a ratos por 4 dias
ou mais, outros P450s, como P450 1A2, 2Bl e
2E1, foram induzidos (41). Desde que uma
parcela substancial do metabolismo hepatico
da DEN no rato é realizada pelo P450 2E1, o
aumento do nivel deste P450 produzido pela
morfina poderia impedir qualquer inibicdo do
metabolismo da DEN a este nivel (6). Isto
explicaria porqué a administragéo cronica da
morfina teria um menor efeito sobre a alquilacéo
do DNA tecidual esofagico pela DEN do que
uma dose Unica deste opioide (6). Assim, a DEN
€ largamente metabolizada no figado do rato
pelo P450 2E1 (42), e a morfina, administrada
de forma cronica, induziria este subgrupo da
enzima P450. Desta maneira, o0 metabolismo
de primeira passagem da DEN n&o seria inibido
pela morfina, e possivelmente até estimulado.
Esta poderia ser a razéo pela qual, no presente
estudo, os grupos que ingeriram DEN e morfina

51



Dillenburg et al.

apresentaram um menor ndmero de tumores
do que o grupo que ingeriu somente o
carcinégeno.

Cabe salientar que, no presente estudo,
a presenca de neoplasias foi avaliada
unicamente pela macroscopia, estando sujeita,
desta forma, a potenciais distorgcdes em
relacdo a real presenca de neoplasias
malignas. A avaliagdo microscopica sera objeto
de estudo futuro, e necessaria para conclusées
mais definitivas sobre o assunto.

Neste modelo experimental, concluimos
que:
. a morfina ndo apresentou influéncia sobre
a carcinogénese esofagica induzida pela DEN
em avaliacdo macroscopica;
. indice de tumores esofagicos foi
proporcional a dose realmente ingerida de DEN,
e nédo sofreu influéncia do sulfato de morfina;
. a DEN ingerida isoladamente, na
dosagem média de 2,94 mg/kg/dia durante 3
dias por semana em 23 semanas, induziu
tumores esofagicos macroscépicos com
incidéncia satisfatoria para modelos de
carcinogénese que objetivam estudar fatores
promotores da mesma.
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