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RESUMO

INTRODUGAQ: O adenocarcinoma de pancreas é uma doengca com progndstico reservado e tem
como um dos fatores de risco mais importantes o tabagismo. Dentre os componentes do cigarro a
nicotina € o que apresenta maior concentracdo, sendo considerada a principal substancia envolvida na
carcinogénese pancreatica. Visando o diagnéstico precoce e buscando novos tratamentos, os modelos
experimentais se tornam uteis, a medida que possibilitam a compreensdo do comportamento biolégico
tumoral e dos fatores indutores e promotores da doenga. Para o desenvolvimento experimental do
cancer de pancreas em ratos e camundongos, o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é um dos
indutores quimicos mais utilizados. OBJETIVO: Avaliar o efeito da nicotina injetavel e da fumaga do
cigarro sobre o pancreas de camundongos submetidos a carcinogénese pelo DMBA, aplicando, para
os achados histolégicos, a nova classificagdo das neoplasias intra-epiteliais pancreaticas (NIPan)
proposta em 2001 por Hruban e colaboradores. MATERIAIS e METODOS: 114 camundongos machos
foram alocados em 3 grupos. O grupo denominado DMBA-n recebeu 2mg/kg/dose de nicotina ([3-(1-
methiyl-2-pyrrolidinyl)pyridine]) subcuténea durante 45 dias. Apos o décimo quinto dia de nicotina, foi
operado sendo implantado 1 mg de cristais de DMBA na cabega pancreatica, mediante sutura em
bolsa. O grupo DMBA-f foi exposto a fumaga de cigarro na concentragcdo de 100mg/m?3 de nicotina
também por 45 dias, e submetido a cirurgia com o implante de DMBA em seu pancreas no 16° dia. O
grupo denominado Sham, considerado como controle da cirurgia, permaneceu no alojamento pelo
mesmo periodo de tempo e no 16° dia foi operado sendo confeccionada a bolsa sem o implante de
DMBA. Este grupo nao foi exposto a fumaga e ndo recebeu a nicotina. Transcorridos 30 dias de pds-
operatério, todos os animais foram mortos e seus pancreas foram preparados para avaliagao
histologica através da coloracdo com hematoxilina e eosina. Dois patologistas e dois dos autores
procederam a avaliagdo histoldgica. Os diagndsticos considerados foram: pancreas normal, hiperplasia
reacional, NIPan 1a, NIPan 1b, NIPan 2, NIPan 3 e carcinoma. Os resultados foram comparados a um
quarto grupo de camundongos (controle histérico) designado com DMBA-exclusivo, para fins de
analise estatistica. RESULTADOQOS: A comparagao entre os quatro grupos demonstrou que a freqiiéncia
geral de NIPan foi praticamente a mesma entre todos os animais expostos ao DMBA, sendo de 16
(66,7%) no DMBA-exclusivo, 20 (66,7%) no DMBA-f e 12 (44,4 %) no DMBA-n, quando consideradas
as lesbes de maior gravidade. O grupo Sham nao apresentou NIPan. A freqiiéncia do adenocarcinoma
pancreatico, entretanto foi maior no grupo DMBA-n (14 ou 51,9%) do que no DMBA-exclusivo (4 ou
16,7%) e no DMBA-f (4 ou 13,3%). Igualmente o grupo Sham nao apresentou carcinoma. A diferenca
entre os grupos apresentou significancia estatistica (p = 0,05 — teste Exato de Fisher). CONCLUSAO:
A nicotina, associada ao modelo experimental de carcinogénese pancreatica induzida pelo DMBA em
camundongos, promove o desenvolvimento do adenocarcinoma pancreatico invasor, semelhante ao
humano. A exposi¢cao a fumaga ndo atuou como promotora do adenocarcinoma pancreatico invasivo,
mas proporcionou o maior aparecimento de NIPan 3 ou carcinoma “/n sifu” quando comparado com o

grupo DMBA-exclusivo.
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ABSTRACT

BACKGROUND: BACKGROUND: Pancreatic adenocarcinoma has a bad prognosis. There are some
risk factors involved in this disease, but cigarette smoking and the nicotine, which is the greatest
element in the cigarette, are the most important ones. Experimental models can provide us the study of
new technology in early diagnosis and treatment, improving this situation. Besides this, can give us the
comprehension of the tumoral biological behavior and its relationship with inductors and promoters
elements. The 7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA) is one of the best chemical agent applied to
induce pancreatic cancer in rats and mice OBJECTIVE: To evaluate the effects of the nicotine and the
effects of cigarette smoke exposure in mice with pancreatic DMBA implantation for carcinogenesis
using Pancreatic Intraepithelial Neoplasia (PanIN) classification system described by Hruban in 2001.
MATERIALS AND METHODS: 114 male mice were divided in 3 groups. To the DMBA-n group were
given subcutaneous 2 mg/kg/dose nicotine ([3-(1-methiyl-2-pyrrolidinyl)pyridine]) 2 times daily for 45
days. During this period and at the day 16, all the animals were operated and received 1mg of DMBA
crystals in their pancreatic head in a purse-string suture. The DMBA-f group was exposed to 100mg/m3
of nicotine cigarette smoke 3 times a day also for 45 days and was operated at the sixteen day like the
DMBA-n group. The Sham group (surgery control group) did not received nicotine nor was exposed to
cigarette smoke, but was also operated at the sixteen day of the reclusion with a purse-string suture in
pancreatic head without the DMBA crystals. Euthanasia for all was performed after 30 days of the
surgery. The entire pancreas was removed during the necropsy, and than prepared and stained with
hematoxylin and eosin to the histological examination. The specimens were evaluated by two
pathologists and two of the authors, using the following criteria: normal ducts, reactive hyperplasia,
PanIN 1A, PanIN 1B, PanIN 2, PanIN 3 and carcinoma. To complete the statistical analysis, another
group was associated to the study called the DMBA-exclusive group (historical control group).
RESULTS: The frequency of the PanIN in the 3 groups exposed to the DMBA was almost the same,
when is considered the higher grade lesion (DMBA-exclusive= 16 or 66,7 %, DMBA-f=20 or 66,7% and
DMBA-n= 12 or 44,4 %). Any PanIN was seen in the Sham group. The frequency of pancreatic
adenocarcinoma was higher in the DMBA-n group (14 or 51,9%) than in the DMBA-exclusive (4 or
16,7%) and DMBA-f (4 or 13,3%). The Sham group did not shown carcinoma. The differences among
groups were statistically significant (p = 0,05 - Fisher Test). CONCLUSIONS: The association of the
nicotine to the experimental model of pancreatic carcinogenesis induced by the DMBA in mice
promotes the development of the same type of the human pancreatic adenocarcinoma. The cigarette
smoke exposure in this study did not contribute to the cancer formation, but the development of the

PalN 3 in this group is higher than in the DMBA-exclusive group.
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INTRODUCAO

O adenocarcinoma pancreatico, que representa a maior parte das neoplasias
malignas do pancreas, continua sendo uma das cinco mais frequientes causas de

morte por neoplasia do aparelho digestivo em varios paises (1-5).

Na Australia e nos Estados Unidos da América (EUA), a incidéncia anual do
adenocarcinoma pancreatico € de 10 casos novos para cada 100.000 habitantes,

sendo que nos EUA a mortalidade gira em torno de 30.000 casos por ano (1-3).

De forma semelhante, ocorrem anualmente na Europa, entre 8 a 10 casos do
adenocarcinoma de pancreas por 100.000 habitantes, com consequentes 40.000
mortes neste periodo (3). Somente na Inglaterra, durante a década de 90, a
frequéncia da neoplasia no sexo masculino foi de 13 em 100.000 habitantes e de 7,7
no sexo feminino. A taxa de sobrevida em cinco anos, para todos o0s casos
diagnosticados naquele periodo, foi a mesma para ambos os sexos: apenas 3% (4).
Ja na Franga, sdo registradas a cada ano aproximadamente 6 mil mortes pelo

adenocarcinoma pancreatico (5).
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No Brasil, esta neoplasia alcangou uma incidéncia 2,6 por 100.000 habitantes
no ano de 2000 (6). E considerada a décima causa de morte entre todas as
neoplasias malignas, representando 4% das mortes por cancer. No periodo
compreendido entre os anos de 1993 e 2003, morreram 134 mil e 691 pessoas em

consequéncia deste tumor (6).

Entre os Estados brasileiros, o Rio Grande do Sul ocupa o primeiro lugar em
incidéncia do adenocarcinoma pancreatico. Anualmente, ao redor de 6 novos casos
da doencga sao diagnosticados em cada 100.000 habitantes. Entre os anos de 1993 e
2003, foram registrados 13.769 &bitos nessa regido pela neoplasia, sendo esta a

segunda causa de morte entre as neoplasias mais frequentes (6).

Apesar dos avangos tecnoldgicos visando diagndstico precoce e tratamento
curativo, nenhum procedimento tem se mostrado efetivo (7). Entre todos os
pacientes com suspeita de adenocarcinoma pancreatico, 15 a 20% correspondem
aos pacientes potencialmente curaveis através da ressecgao cirurgica. Os demais
pacientes geralmente ja apresentam tumores em estadio avangado no momento da
investigacao diagnostica, e quase nenhum destes permanecera vivo apos cinco anos

do diagndstico (1,7,8) .

A cirurgia de resseccao nos estadios iniciais continua a ser a unica opgao

terapéutica que determina isoladamente um aumento da sobrevida global dos

27



pacientes tratados. Aproximadamente 35% dos casos sdo considerados "livres de

doenca” nos 5 anos subsequentes ao tratamento cirurgico (9,10).

A quimioterapia e a radioterapia, mesmo quando combinadas, nao alteram a
sobrevida dos pacientes nos casos de neoplasia de pancreas em estadios iniciais,
ou seja, aqueles com um melhor prognodstico (10). Neoptolemos e colaboradores
realizaram um dos maiores ensaios clinicos randomizados conhecido como ESPAC-
1 (European Study Group for Pancreatic Céancer). A quimioterapia e a radioterapia
adjuvantes foram avaliadas sem terem demonstrado, no entanto, um aumento global
na sobrevida dos pacientes pesquisados. Houve uma melhora na qualidade de vida
daqueles que receberam a associacdo de 5-Fluoracil e Acido folinico, inclusive com
aumento da sobrevida em alguns casos isolados. Os autores concluiram que existe
uma tendéncia de incremento na sobrevida com a melhora na qualidade de vida de
um determinado grupo de pacientes tratados com quimioterapia adjuvante a cirurgia,

porém os dados ndao podem ser extrapolados para a populacao geral (11,12).

O ESPAC-3 é um estudo em andamento, ainda sem resultados disponiveis
que busca avaliar o papel da Gemcitabina como farmaco adjuvante ao tratamento
cirargico para os pacientes com o adenocarcinoma pancreatico em estadio inicial.
Conforme demonstrado em uma metanalise recentemente publicada, este farmaco
melhora a qualidade de vida dos pacientes com doencga localmente avancada ou

metastatica (13).
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Outra possibilidade de controle do adenocarcinoma de pancreas € através de
sua prevencao. Para tanto, devem ser reconhecidos seus fatores de risco e com isso
identificar as medidas que possam proporcionar uma diminuicdo nas chances de

desenvolvimento desta neoplasia (1,7,8,14).

O sexo masculino, a idade avancgada e a raga negra, além de algumas doencgas
hereditarias como a polipose e o cancer de mama familiares entre outras, aumentam
o risco do adenocarcinoma de pancreas. O tabagismo é a unica condicao externa
controlavel que esta relacionado com este aumento. J& a obesidade, o diabete
mélito, a pancreatite crénica, o consumo de alcool, de cafeina, a exposi¢cao
ocupacional e algumas cirurgias gastrintestinais tém sido associadas ao aumento da

freqléncia da neoplasia, mas ainda com informagdes conflitantes (1,14-16).

Desta maneira, incentivar a interrupcdo do fumo € uma das grandes
providencias a serem tomadas, principalmente porque o tabagismo € mundialmente

permitido, e muitas vezes, até estimulado (14-16).

O habito de fumar cigarros é apontado como o responsavel por mais de 30%
das mortes por neoplasias nos EUA nas ultimas décadas, e também por 30% dos
adenocarcinomas pancreaticos (5,17-20). Estudos prospectivos demonstraram um

aumento de 2 a 3 vezes no risco de desenvolvimento desta neoplasia, mesmo apés
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ter-se parado de fumar (16). Tal risco perece continuar existindo por um periodo de
até 15 anos apos a suspensao do fumo e esta relacionado ao numero de cigarros
consumidos e aos anos que se fumou. O consumo de no minimo 30 cigarros por dia
estd associado a este risco (5,16,18,19). Em 1996, um estudo multicéntrico
coordenado por Boyle avaliou a exposigao a cigarros nos pacientes com diagnédstico
de cancer de pancreas: o risco de desenvolver o adenocarcinoma pancreatico pode
ser reduzido se os pacientes pararem de fumar (18). Chiu e colaboradores, em 2001,
publicaram os resultados da analise de um grande estudo de caso-controle de base
populacional no Estado de lowa nos EUA com aproximadamente 6 mil participantes.
Mais de 3 mil pessoas com idades entre 40 e 65 anos que possuiam o diagnostico
de neoplasia de pancreas, bexiga, rim ou célon foram avaliadas quanto seus habitos,
incluindo o habito de fumar. Os controles, que envolvia um grupo de mais de 2000
pessoas sem diagnostico de neoplasia, igualmente tiveram seus habitos diarios
pesquisados. Trezentos e setenta e seis portadores do adenocarcinoma de pancreas
foram acompanhados por 3 anos. O habito de fumar cigarros esteve presente em
mais de 96% dos pacientes com neoplasia pancreatica. O risco relativo de tal
exposi¢ao variou de 1,5 a 2,5 no grupo dos fumantes em relagédo aos nao fumantes

(19).

Além disso, os efeitos deletérios do cigarro sobre o organismo humano podem

também atingir aqueles que nao fumam em decorréncia da inalagao direta da
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fumacga, uma vez que ja foram isolados 43 carcindbgenos desta fumaca. Os danos
desta aspiracao tém um risco maior de acontecer naqueles individuos considerados
fumantes passivos, ou seja, pessoas habitualmente expostas a fumaca do cigarro
porque mantém um convivio proximo a fumantes ou porque freqientam com
regularidade ambientes fechados onde é permitido que se fume (14-17). Gallichio e
seus colaboradores acompanharam duas coortes, onde foram avaliados os efeitos
da fumacga de cigarro nos fumantes passivos no decorrer de 15 anos, mas o0s

resultados ndo permitiram concluir tal associagéo (20).

Dentre os inumeros componentes do cigarro, a nicotina € o elemento que
apresenta maior concentracdo e que esta mais relacionado ao fato dos usuarios se
tornarem aditos ao fumo (5). A nicotina e seus derivados parecem ser o0s
responsaveis diretos pela agdo carcinogénica do cigarro em varios sistemas do
corpo humano, sendo que muitos autores afirmam que ela € a principal substancia
envolvida na carcinogénese do adenocarcinoma pancreatico, embasados por

evidéncias epidemiolbgicas e experimentais (5,22,23).

A cotinina e nornicotina sao os metabdlitos da nicotina mais conhecidos e
apresentam um poder altamente carcinogénico (5,17,22). No pancreas, o
mecanismo pelo qual existe a indugcao da neoplasia parece ocorrer por trés vias

distintas que envolvem: a ativacdo da membrana celular via canais de calcio,
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provocando citotoxicidade e consequiente morte celular, via obstrucédo a saida da
amilase celular estimulando a autodigestao da célula e através da ativagéo do gene
Kirsten-ras (K-ras), entre outras teorias (17). Por sua vez, o préprio metabolismo
destes dois componentes pode resultar na ativagao das N-nitrosaminas, que sao
compostos derivados do cigarro com potente poder carcinogénico sobre o pancreas

(17,21).

Em 1998, foi publicada uma extensa revisdo das caracteristicas bioquimicas,
biolégicas e carcinogenética das nitrosaminas especificas do tabaco mais
comumente associadas as neoplasias em animais. Entre estas, destacam-se os
efeitos da nitrosamina 4-(methynitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone, também
conhecida com NNK, e da 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol ou NNAL.
Esta ultima, contudo, apresenta uma atividade carcinogénica superior ao da NNK em

relacdo a formacgao de tumores no tecido pancreatico de ratos (23).

Recentemente o papel da NNK sobre a proliferacdo celular em cultura de
células ductais pancreaticas neoplasicas humanas foi avaliado em dois trabalhos por
Askari e colaboradores (24,25). O primeiro, publicado em 2005 demonstrou que a
NNK se liga aos receptores B-adrenérgicos e desencadeia o0 processo de

proliferagdo celular (24). O segundo, publicado em junho de 2006, demonstrou um

32



efeito cumulativo do alcool com a NNK também sobre a proliferacado destas células
neoplasicas, sugerindo que a rota de ativagao de tal proliferagdo fosse através da
transducado da membrana celular (25). Mesmo assim, a idéia real de quais as rotas e
de como elas estao envolvidas nesse desenvolvimento celular ainda necessita de

definigdes mais concretas.

Apesar de serem reconhecidos, controlados ou afastados os fatores de risco
para o desenvolvimento do adenocarcinoma pancreatico, esse conjunto de agoes é
insuficiente para uma doenca tao incidente, de diagndstico tardio, com tratamento
insatisfatério, para a maior parte dos casos, e com consequente sobrevida pequena
(26). E uma doenga que ainda reserva um péssimo progndstico. O diagnostico
precoce através de novos métodos € de fundamental importancia. As pesquisas

clinicas, entretanto, pouco tém avang¢ado neste sentido (26,27).

A compreensdo da biologia molecular e da carcinogénese tumoral no
adenocarcinoma pancreatico, por outro lado, abre perspectivas na busca de um
tratamento mais eficiente e talvez venha a auxiliar na deteccédo de casos iniciais

(2,26-28).

Alvo de pesquisas recentes, alguns receptores de tirosinoquinases, que séo

estruturas encontradas nas membranas celulares e que possuem a funcédo de
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regular o desenvolvimento celular, tem sido apontados como facilitadores do
desencadeamento de uma reproducgao celular descontrolada, quando desajustados,
0 que caracteriza a neoplasia (29). Utilizando-se como base a imunologia tumoral,
substancias que bloqueiam tais estruturas, estdo sendo usadas com boa resposta,
diminuindo, ou até mesmo cessando o crescimento de alguns tumores (30).
Infelizmente os resultados voltados especificamente ao adenocarcinoma pancreatico
nao revelaram tais estruturas como as unicas responsaveis pelo crescimento

tumoral, nem tampouco sensiveis aos imunorreguladores neste tipo de tumor (31).

Estima-se que somente 10% das neoplasias de pancreas sejam familiares,
ligadas a sindromes hereditarias bem estabelecidas e com genes conhecidos, como
no caso dos portadores das mutacdes no gene Breast Cancer 2 (BRCAZ). Os
demais casos, aparentemente sem nenhuma correlagao hereditaria, representam a

maioria (1,32).

Dominantemente, os tumores considerados "esporadicos" carregam
alteragdes genéticas ditas proprias, ou fenotipicas, do adenocarcinoma pancreatico.
Modificagdes na carga genética que provocam uma atividade descontrolada do
oncogene K-ras ou falhas no desempenho de alguns genes supressores como o
p16 e o p53, estdo implicadas no desenvolvimento desta neoplasia. A expressao de
certas proteinas, como as mucinas intra-epiteliais 1 e 5 (MUC-1 e MUC-5), a Human-

epidermal-growth-factor receptor 2 (HER-Z/neu) e a Delefed in Pancreatic Cancer
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Locus 4 (DPC4) em suas membranas citoplasmaticas ou em seus nucleos,

igualmente reflete o desarranjo genético vigente (32-33).

O oncogene K-ras € mediador do crescimento, multiplicagcdo e apoptose
celular, sendo que em aproximadamente 90% dos adenocarcinomas de pancreas

estd mutado, com a alteragdo mais frequientemente localizada no cédon 12 (32-37).

Os genes supressores p76 e pb53 possuem fungdes semelhantes no
bloqueio do ciclo celular normal e na indugao da morte celular programada. Tais
atividades encontram-se desajustadas em até 95% e 75% dos casos do
adenocarcinoma pancreatico em relagdo a mutacdo no p76 e no P53

respectivamente (32-37).

Apesar da expressdo genética os caracterizarem de forma molecular como
adenocarcinoma pancreatico, seu comportamento biolégico (crescimento e
agressividade), no entanto, ainda ndo possui uma nitida ligagdo com uma ou outra
alteracao genética especifica. O que se sabe, é que durante a transformagao tumoral
(carcinogénese) e, dependendo da fase em que a lesdo se encontra, alguns destes
genes possuem implicagao direta, e algumas destas proteinas estdo ou deixam de

estar expressas nas células tumorais (36,37).
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No ano de 2000, Hruban e colaboradores propuseram uma classificagao para
as alteracoes intra-epiteliais encontradas em células ductais pancreaticas displasicas
na periferia de tumores invasivos (34,35,38). A exemplo da progressdo adenoma-
adenocarcinoma que ocorre na neoplasia intra-epitelial do colo uterino (NIC), do
intestino grosso e da prostata (NIP), foi criada a denominagédo Neoplasia Intra-
epitelial Pancreatica (NIPan), originalmente conhecida em inglés como Pancreatic
Intraepithelial Neoplasm (Pan/N). Tal classificagdo refere-se a graus crescentes de
gravidade da displasia, englobando altera¢gdes minimas, intermediarias e graves, até
a invasdao da membrana basal e com isso obtendo-se a confirmag¢ao do diagndstico
de adenocarcinoma ductal invasor. Junto a esta classificacdo histopatoldgica, os
autores associaram a analise molecular de cada fase da progressao das lesoes, e
verificaram que cada uma delas € acompanhada de alteragcbes genéticas proprias

bem definidas (30-36).

A figura 1 é representativa das alteragdes histoldgicas intra-epiteliais e das
alteragdes genéticas e proteicas correspondentes (39). Os genes alterados e
algumas proteinas foram comentados anteriormente. O encurtamento dos teldmeros
propicia a perda da estabilidade de alguns cromossomas, e pode estar presente nas
lesdes intra-epiteliais iniciais. A ciclina D7 € uma proteina envolvida na replicagcao
celular com mecanismo de ag¢ao dependente do p76. O aumento de sua expressao

provoca uma reproducao celular descontrolada (33-37,39).
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Figura 1. Representagdo esquematica das alteragdes histologicas encontradas na
progressao do tecido pancreatico ductal normal ao adenocarcinoma pancreatico com

as alteracdes genéticas correspondentes. Adaptado de Maitra A, et al (39).

As informagdes fornecidas pelos trabalhos previamente citados sobre a
progressao das lesdes ductais pancreaticas descrevem as freqléncias populacionais
das manifestagbes histopatologicas, morfolégicas e moleculares nos grupos
abordados e assim abastecem o conhecimento cientifico e proporcionam a base
para a investigacdo experimental (33-39). Esta, por sua vez, representa uma
excelente estratégia para o entendimento da génese das neoplasias nas mais

diversas situagdes provocadas (40).
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As pesquisas em modelos experimentais de carcinogénese, onde se pode
estudar a patogénese tumoral, parecem ser uma alternativa rapida, econémica e
passivel de reproducdo dos eventos que ocorrem na carcinogénese humana, e por

isso, tornaram-se o foco em muitos centros de pesquisa (40).

Para o cancer de pancreas do tipo ductal, um dos modelos experimentais
mais estudados € o que utiliza o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) no péancreas de
ratos como indutor quimico da neoplasia e que foi desenvolvido por Dissin e Rivera
(41,42). Tal modelo consiste na implantagéo do carcinégeno no pancreas do animal,
0 que produz um adenocarcinoma semelhante ao humano, inclusive com avaliacao
imunohistoquimica compativel (43). Zehnder e colaboradores adaptaram este
modelo utilizando o camundongo como animal de experimentacdo, mas este
trabalho consta apenas nos anais do congresso do /nfernational Hepato Pancreato

Biliary Association sob a forma de resumo (44).

Muito recentemente, esta autora integrou o grupo de pesquisadores liderados
por Osvaldt onde foi reproduzido o modelo experimental de carcinogénese
pancreatica em camundongos utilizando o DMBA como indutor de neoplasia,
visando principalmente diminuir o tempo necessario para desenvolver a neoplasia e
o custo em relagdo ao modelo com ratos. A inducao geral de neoplasia (lesbes intra-

epiteliais e invasora) foi de 83,3% no grupo de animais sacrificados em 30 dias apds
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a implantagdo da substancia e de 72,9% no grupo de animais sacrificados apds 60
dias. O segundo grupo apresentou um numero maior de carcinoma (37,8%) do que o
primeiro (16,7%). A conclusdo do estudo foi de que este modelo é eficaz para o

estudo do adenocarcinoma pancreatico do tipo ductal em animais de laboratério (45).

Concomitante ao trabalho mencionado, os mesmos autores, desta vez,
coordenados por Wendt, avaliaram o efeito da cafeina e do alcool na promoc¢ao das
neoplasias intra-epiteliais e do adenocarcinoma pancreatico utilizando o mesmo
modelo de indugao tumoral. Apds terem sido operados com implante de DMBA em
seus pancreas, os animais foram divididos em trés grupos e receberam uma solugao
de agua com alcool ou agua com cafeina ou agua com alcool e cafeina, a vontade,
durante 30 dias. A avaliagcdo histopatolégica dos pancreas dos animais revelou
adenocarcinoma invasor em 52,9% dos animais que receberam agua e alcool, 15%
naqueles com agua e cafeina e 23,8% nos do grupo agua, alcool e cafeina. Tais
resultados demonstraram uma associagao positiva entre o cancer de pancreas € o
consumo de alcool neste modelo experimental e uma possivel agado protetora da

cafeina (46).

Embora conhecidos os efeitos da nicotina sobre o pancreas, os autores do
presente estudo decidiram avaliar seu efeito quando inoculada em camundongos
submetidos a indugcdo de neoplasia pancreatica pelo DMBA, aplicando a

classificagdo e nomenclatura das lesbdes precursoras do adenocarcinoma descritas
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em 2001 por Hruban e colaboradores (36). Também foram avaliadas as lesbes
induzidas pela inalagdo de fumaca do cigarro em camundongos igualmente
induzidos com DMBA, tentando reproduzir a situagao de um fumante passivo. Desta
maneira, tentou-se criar um modelo de neoplasia pancreatica com dois estagios
(indugdo e promogado) em camundongos expostos a um dos fatores de risco

ambiental mais reconhecidamente implicado, através de um trabalho original.
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OBJETIVO

Estudar as lesdes precursoras € o adenocarcinoma pancreatico promovidos
pela nicotina e pela fumaga do cigarro em modelo experimental de indugdo da
carcinogénese pelo DMBA em camundongos, aplicando a nova classificacdo de

neoplasia intra-epitelial do pancreas (NIPan).
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MATERIAIS E METODOS

METODOLOGIA

Delineamento

Estudo Experimental

Revisao da literatura

A revisao da literatura foi realizada através da consulta on-line do PubMed e
do Lillacs com o ultimo acesso realizado em junho de 2006. Os unitermos utilizados
foram: pancreatic cancer, DMBA, experimental studies, raf, mice, pancreatic

intraepithelial neoplasia, nicotine and cigarette smoke.

POPULACAO ESTUDADA

Cento e quatorze camundongos do tipo Mus musculus, linhagem CF1, machos,
adultos, com mais de 60 dias de vida, pesando entre 20 e 40 gramas e provenientes
do biotério da Secgao de Experimentacdao Animal (SEA), da Divisdo de Producgéo e
Experimentagdo Animal (DPEA) da Fundagao Estadual de Produgado e Pesquisa em

Saude (FEEPS), foram incluidos no estudo.
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Trés grupos experimentais foram criados. O numero final de camundongos
necessarios para cada um dos grupos foi calculado no inicio do estudo através do
céalculo do tamanho da amostra. Desta forma, foram estipulados 30 animais para
cada um dos dois grupos expostos ao carcindgeno, com base na prevaléncia de
83,3% de neoplasia de pancreas desenvolvida no modelo experimental de
camundongos submetidos a carcinogénese pelo DMBA descrito por Osvaldt e
colaboradores (45). Para o grupo controle, ou Sham, um total de 10 animais seria o
suficiente. Caso houvesse perdas de animais no decorrer do estudo, novos animais
seriam incluidos para completar o numero final estipulado para cada grupo. O poder
estatistico adotado neste calculo foi de 80% (B = 0,2) e o nivel de significancia, de

95% (a = 0,05).

ALOCAGAO EM GRUPOS

Os animais foram alocados em 3 grupos aleatoriamente. Dois grupos
receberam o DMBA para indugdo da neoplasia através de procedimento cirurgico
com confecgao de bolsa na cabega pancreatica, além de um dos fatores promotores
em estudo. O terceiro grupo foi submetido apenas ao procedimento cirurgico de
confeccdo da bolsa pancreatica sem receber o indutor ou tampouco, um dos

promotores. Tais animais foram indicados como grupo Sham.
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Dos grupos que receberam o DMBA através da cirurgia, o grupo denominado
DMBA-fumaca (DMBA-f) foi exposto a fumaca de cigarro, e o DMBA-nicotina

(DMBA-n) recebeu nicotina por via injetavel no subcutaneo.

Além dos trés grupos descritos, foram associados a este estudo, para fins de
analise posterior, os dados obtidos através da avaliagcdo de um outro grupo onde os
animais foram submetidos apenas ao procedimento cirurgico padrao com implante
de DMBA através de sutura em bolsa na cabeca pancreatica. Tais resultados foram
descritos por Osvaldt e colaboradores em seu trabalho onde o modelo experimental
de carcinogénese pancreatica em camundongos com aplicagdo de DMBA foi criado
(45). No presente estudo, que é uma continuidade do estudo prévio, e que segue a
mesma linha de pesquisa, este grupo sera designado como DMBA-exclusivo,

representando o Controle Historico do trabalho.

Os grupos foram determinados desta forma:

Grupo Sham : Cirurgia com bolsa pancreatica sem DMBA

Grupo DMBA-exclusivo : Cirurgia com bolsa pancreatica com DMBA

Grupo DMBA- fumaga:  Cirurgia com bolsa pancreatica com DMBA
e fumaca de cigarro

Grupo DMBA-nicotina:  Cirurgia com bolsa pancreatica com DMBA

e nicotina subcutanea
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DETALHAMENTO DOS GRUPOS

Grupo Sham

Dez animais foram designados a este grupo que foi confeccionado para
o controle da cirurgia. Como todos os outros camundongos do experimento,
esses também passaram por um periodo de sete dias de isolamento prévio.
Dezesseis dias ap6s o término do isolamento, até entdo sem sofrerem
nenhuma intervengao, foram submetidos ao procedimento cirurgico. A cirurgia
seguiu os passo da técnica descrita a seguir, no entanto os animais nao
receberam o conteudo de DMBA em suas bolsas pancreaticas. No trigésimo
dia de pos-operatorio, os animais foram mortos e submetidos a necrépsia com

coleta do material pancreatico conforme descrigao posterior.

Grupo DMBA-fumaga (DMBA-1)

ApoOs sete dias de isolamento, os cinqienta e trés animais que
participaram deste grupo foram submetidos a exposigcdo da fumaca de
cigarros 3 vezes ao dia, por 20 minutos, durante 15 dias. No décimo sexto dia,
foram operados, recebendo a implantacdo de DMBA em bolsa pancreatica.

No primeiro pds-operatério, reiniciaram sua exposi¢ao a fumaca, também por
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3 vezes ao dia, durante 20 minutos, até o trigésimo dia de pds-operatério,

quando foram mortos.

Grupo DMBA-nicotina (DMBA-n)

Este grupo envolveu cinquenta e um animais. De forma semelhante
aos grupos anteriormente descritos, os camundongos cumpriram um periodo
de sete dias de isolamento, apdés o qual foram submetidos a injegao
subcutanea de nicotina duas vezes ao dia, durante 15 dias. No décimo sexto
dia, foram operados com implantacdo de DMBA na cabecga pancreética,
voltando a receber a nicotina injetavel no dia seguinte, até completar 30 dias

de pdés-operatério, quando foi realizada a eutanasia.

Grupo DMBA-exclusivo (DMBA-e ou DMBA) / Controle Historico

Foram incluidos neste grupo 30 animais que receberam somente o

DMBA através da cirurgia preconizada. A eutanasia igualmente aconteceu no

trigésimo dia de pds-operatério.
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PROTOCOLO DE EXPOSIGAO

Os grupos seguiram uma mesma linha de tempo dentro deste estudo. Nas
figuras 2,3 e 4, estdo demonstrados os desenhos esquematicos de cada um dos

grupos experimentais em relagéo ao tempo.

Cirurgia
Isolamento Repouso sem DMBA Repouso Morte
_________________ I L} t______________________________I I
1 7 8 2 23 24 53 54

Linha do tempo em dias

Figura 2. Representacédo esquematica grupo Sham em relagao ao tempo do estudo

Cirurgia
Isolamento Exposicédo a fumaca com DMBA Exposicdo & fumaca Morte

1 7 8 22 23 24 53 54

Linha do tempo em dias

Figura 3. Representacédo esquematica grupo DMBA-fumaga em relagao ao tempo do estudo

Cirurgia
Isolamento Exposigéo & nicotina  com DMBA Exposigéo a nicotina Morte
1 7 8 22 23 24 53 54

Linha do tempo em dias

Figura 4. Representacdo esquematica grupo DMBA-nicotina em relagdo ao tempo do estudo
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MODELO EXPERIMENTAL

Alojamento

O animais foram alojados no Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre onde toda a parte experimental do trabalho foi realizada.

Inicialmente, quando os animais chegaram ao Centro de Pesquisa, 0s
mesmos cumpriram um periodo de 7 dias de isolamento. Somente apos este

periodo, foram incluidos no estudo.

As condicbes locais de alojamento nas estufas, dentro de gaiolas plasticas,
envolveram um ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura ambiente entre 18 e
23°C, umidade de 40 e 70%. Os animais foram mantidos em grupos de, no maximo,
seis animais por gaiola, recebendo agua e racao Nuvital CR® (Registro no Ministério

da Agricultura e Reforma Agraria n® 4453-00103) a vontade.

As especificagdes técnicas para cuidado dos animais seguiram as previstas

no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals e foram baseadas em

diretrizes para utilizagdo de animais envolvidos em experimentos (47,48).

50



Preparo da Substancia Indutora e dos Agentes Promotores

Preparagdao do DMBA

O DMBA (7,12-Dimetilbenzantraceno, Sigma-Aldrich, Sant-Louis, USA) é
apresentado na forma de p6 de microcristais. Para sua aplicagdo no pancreas, foi
necessaria a produgao de um aparelho injetor a partir de uma canula de pungao
venosa (abocath) n® 14, cortada em 2 mm da extremidade metdlica e preenchida
com cola branca para formagao de um émbolo oclusivo. Este dispositivo foi calibrado
de forma a conter exatamente 1 mg de cristais de DMBA no seu interior. Sua
confecgao foi idéntica a do instrumento desenvolvido por Osvaldt (45). A figura 5
mostra em detalhes tal aparelho, e a figura 6 procura demonstrar como era

preenchido o interior da canula.

Figura 5. Aparelho injetor do DMBA
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Figura 6. Preenchimento do aparelho injetor pelos cristais de DMBA

Preparagdo da Nicotina Injetavel

A nicotina escolhida foi a [3-(1-methiyl-2-pyrrolidinyl) pyridine], 98 -100%,
isenta de base e liquida (Sigma, cddigo brasileiro N3876). A diluicdo adotada foi a de
0,04 ml de nicotina em 100 ml de solucéo fisiolégica isotdnica. Desta maneira, 1 ml

da solugao representava 0,4 mg da nicotina.

Utilizando-se uma seringa com capacidade para 1ml, graduada a cada 0,02

ml, administrou-se em cada animal uma dose correspondente a 2 mg/Kg/dose por
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via subcutanea na regiao dorsal, duas vezes ao dia, durante 45 dias. A pesagem dos
animais foi efetuada no inicio de cada semana para o calculo da dose a ser
administrada. Os pesos e as dosagens mais comuns estdo descritos a seguir na

tabela 1.

Tabela 1. Doses da nicotina e da solugdo de nicotina para administragdo por via

subcutanea em cada animal conforme seu peso

PESO DOSE DE NICOTINA SOLUGAO DE NICOTINA SOLUGAO DE NICOTINA
do animal 2 mg/kg/dose 4 mg/ml 4 mg/ml
(Dose calculada) (Dose fornecida)
(9) (mg) (ml) (ml)
30 0,06 0,15 0,14
35 0,07 0,175 0,16
40 0,08 0,20 0,20
45 0,09 0,22 0,22

Modulo para inalacdo da fumaca de cigarros

Foi confeccionada uma caixa de madeira com tampa e volume interno
ajustavel através de uma placa de isopor. A alteracdo do tamanho interno da caixa
era necessaria para promover a melhor disposicdo do numero de gaiolas envolvido
em cada exposi¢ao. Eventualmente foi preciso modificar este numero de gaiolas em

funcdo da morte de algum animal com consequente inclusdo de outro proveniente de
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uma ninhada distinta. A caixa também possuia algumas perfuragdes para permitir
uma certa ventilagéo e foi denominada pelo grupo de autores como “fumodromo”, ja

que a intencao foi de se reproduzir um ambiente de fumantes.

A concentracdo média da nicotina na suspensao de fumacga no interior do
fumodromo deveria respeitar 100 mg/m?. Para isso, foi calculado em cada exposicao,
0 volume interno da caixa de madeira e 0 numero de cigarros necessarios para

producao de fumaga com tal concentracao.

O cigarro escolhido para o experimento foi o da marca Derby, rétulo vermelho,
com 0,8 mg de nicotina por unidade. Usualmente, nove gaiolas eram acomodadas
no fumdédromo, o que ocupava um volume de 0,24 m3 e gerava a necessidade da

queima de 30 cigarros.

Dentro do fumoédromo, os animais permaneceram nos mesmos grupos, porém
foram trocados de suas gaiolas originais do alojamento para outras gaiolas usadas
exclusivamente dentro da caixa de madeira, ja que a fumaga do cigarro danifica

intensamente o plastico das mesmas, ficando impregnada neste.

Em bases metalicas fenestradas, os cigarros foram unidos em grupos de 8 a
10 unidades e presos uns aos outros através de seu filtro por um fino arame. Os

mesmos foram acesos com auxilio de uma lamparina de alcool. Trés arranjos de
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cigarros foram feitos e distribuidos em formato de tridngulo no interior da caixa, com

o intuito de proporcionar uma fumaga difundida de maneira homogénea.

Os camundongos foram expostos a fumaga 3 vezes ao dia, durante 20
minutos. Este tempo foi estipulado por ser suficiente para queima completa dos
cigarros e para a saida de toda a fumaca do interior da caixa. As figuras 7 e 8
retratam a caixa designada como fumddromo em vistas externa e interna,

respectivamente.

Figura 7. Fumodromo fechado. Vista externa
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Figura 8. Fumodromo aberto. Vista interna

Técnica Anestésica

Os animais foram anestesiados com uma solugdo de Quetamina 50 mg/kg
juntamente com Xilazina 50 mg/kg por via intraperitoneal. Caso fosse necessario, era
administrada uma dose complementar de 0,1 ml, também intraperitoneal, no decorrer

da cirurgia. O jejum observado foi de 12 horas (49).
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Técnica Cirdrgica

Os animais foram anestesiados e posicionados em placas de cortica em
decubito dorsal e presos a placa através da fixacdo de seus membros com fita

adesiva, assim que estivessem sem reagdes motoras e em condi¢des cirurgicas.

Para o preparo do campo operatorio, foi realizada a anti-sepsia com solugao
aquosa de iodo e tricotomia da parede abdominal desde o apéndice xiféide até a

altura das cristas iliacas

Através de uma incisdo longitudinal na linha média do abdome, foi efetuada a
laparotomia. Em seguida foram reconhecidos estémago e colon transverso. Neste
ponto, foram separadas as duas estruturas, o que permitiu a visualizagao do arco
duodenal e do mesentério. Muito cuidadosamente foi descolada a parte do
mesentério que recobre a porgcao cefalica do pancreas junto ao duodeno. Esta
disseccdo pode ocasionar o rompimento parcial ou total da veia mesentérica
superior, com sangramento, hipovolemia, e morte do animal no momento da cirurgia,
ou entao, isquemia intestinal com obstrugdo e morte no pds-operatério. Apés ter sido
executada esta dissecgao com sucesso, foi confeccionada uma sutura em bolsa com
polipropileno 7-0 na cabega pancreatica. A bolsa necessita ter tamanho suficiente
para abrigar todo o conteudo do carcinégeno a ser aplicado e nao deve incluir a

parede duodenal. Os pontos devem ser efetuados de forma superficial, para que nao
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haja sangramento de vasos mesentéricos e nem oclusdo do ducto biliar. A posigao
correta da bolsa foi verificada com o auxilio da lupa de aumento de 2,5 a 10 vezes.
Estando a bolsa em condi¢des ideais, procedeu-se a implantagcao de 1 mg de DMBA,
seguida de seu fechamento. A bolsa foi conferida novamente, desta vez através da
visualizagdo da parede posterior do duodeno, no intuito de diagnosticar um possivel
acidente com perfuragao da mesma. Um cuidado especial quanto a contaminagao da
cavidade abdominal por cristais do DMBA também foi observado. A peritonite
quimica causada por estes cristais € grave, evoluindo normalmente para a morte dos
animais. Caso isso acontecesse, a minuciosa remocao dos cristais e a lavagem da
cavidade com solugado salina isotdnica deveriam preceder o término da cirurgia.
Revisada a hemostasia, foi efetuado o fechamento da parede abdominal incluindo a
pele com pontos separados em “X” de fio mononylon 4-0. Os passos mais
importantes do procedimento cirurgico estdo retratados nas figuras de numero 9 a

14.
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Figura 9. Incis&o laparotdmica

Figura 10. Exposi¢cado do duodeno
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Figura 12. Aplicagdo do DMBA na bolsa pancreatica
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Figura 13. Bolsa pancreatica com conteudo do DMBA. Visao anterior
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Figura 14. Bolsa pancreatica com conteudo do DMBA. Visao posterior.
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Morte dos Animais

Os animais foram mortos 30 dias apds a cirurgia por exposi¢ao a ciclo de 20

minutos em camara fechada de CO- (48).

Todos os animais que morreram antes do periodo estabelecido para o término

do experimento foram submetidos a necrépsia e a causa da morte, averiguada.

Preparagdo do Mafterial para Analise Histopatologica

ApOs a eutanasia em camara de CO2, os animais foram submetidos a
necropsia através de incisdo toraco-abdominal com retirada em monobloco do
es6fago, pulmdes, coragao, figado, vias biliares, pancreas, duodeno, intestinos e
rins, conforme demonstrado na figura 15. As alteragdes tipo ascite, nddulos
possivelmente metastaticos ou qualquer outro achado incomum foram verificadas e
descritas. O material obtido foi fixado em formalina tamponada a 10% durante 7 dias.
Apoés este periodo, foi realizada a macroscopia detalhada e disseccao das pecas
incluindo-se totalmente o pancreas, desde sua porcao cefélica até a cauda. Apos o
processamento dos tecidos, o material foi incluido em parafina e, com auxilio do
micrétomo, foram obtidos cortes de 4 a 5 micrémetros, a partir dos quais foram

confeccionadas laminas coradas por hematoxilina e eosina (HE).
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Figura 15. Necrépsia através de incisdo téraco-abdominal. A seta amarela mostra o

DMBA na bolsa pancreatica.

ANALISE HISTOPATOLOGICA

As laminas foram avaliadas por duas médicas patologistas e por dois autores
do estudo, sem serem revelados seus grupos de origem. Apds a observagao, o
diagndstico final dos casos discordantes foi obtido por reavaliagdo das laminas até o

consenso diagnéstico.

Entre os diagndsticos histologicos os parametros avaliados compreenderam as

lesdes +precursoras e 0 adenocarcinoma.
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A seguir sao transcritos os critérios utilizados para os diagnosticos histologicos
com o0s respectivos desenhos esquematicos representativos conforme a

classificagao das lesdes intra-epiteliais vigente na literatura (33-37,38).

Epitélio Ductal ou Ductular Normal: € um epitélio cuboidal ou colunar baixo com
citoplasma anfofilico e auséncia de mucina citoplasmatica, hipercromatismo,

amoldamento nuclear ou atipias. Ver figura 16.

Epitélio ductal pancreatico normal

— (¢élulas ductais cuboidais

— > Membrana basal

Figura 16. Desenho representativo do epitélio ductal pancreatico normal, modificado

de Hruban RH ef a/(50).

Neoplasia Pancreatica Intra-epitelial 1a (NIPan 1a): sdo lesdes planas compostas
por células de epitélio colunar alto com nucleo basal e mucina citoplasmatica

supranuclear. Os nucleos séo pequenos, de forma redonda ou ovalada. Quando sao
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ovais, seu maior eixo longitudinal é perpendicular a membrana basal, conforme visto

na figura 17.
Nucleos celulares
NIPan 1a
gevighe SE] —» Epitélio ductal
; -__}ﬁ fa __,_ '..I'T\h :: ; - -4
2 :.'-/;f-l 'I fF .'I:‘-I i’ L1'.. -""F;’:‘
pp BT SR T —” Membrana basal
e i L Ly iy TR i

Figura 17. Desenho representativo do NIPan 1a. Adaptada de Hruban RH et al (51).

Neoplasia Pancreatica Intra-epitelial 1b (NIPan 1b): sdo lesGes semelhantes ao

NIPan-1a, exceto pelo formato papilar ou micropapilar. Pseudoestratificacdo basal

pode estar presente. A figura 18 apresenta estas caracteristicas.

Nucleos celulares

NIPan 1b

Epitélio ductal

S e

i ‘q‘,

i

' Elﬁ B 4

—e R —

— A

LN

N ALY J-/l/> Membrana basal
Bee®® * - Na J_,,;_,-_--r.f-' _'_”

Figura 18. Desenho representativo do NIPan 1b. Adaptada de Hruban RH ef a/(51).

65



Neoplasia Pancredtica Intra-epitelial 2 (NIPan 2): estruturalmente sao lesdes
mucinosas que podem ser planas. Sua maioria, entretanto, € papilar. Na avaliagao
citolégica, apresentam nucleos aumentados de tamanho e numero. Os nucleos sao
hipercromaticos, com perda da polaridade e com pseudoestratificacdo. Mitoses sao
raras e quando estdo presentes, sdo basais. O NIPan 2 pode ser visualizado no

esquema da figura 19.

Nucleos celulares

NIPan 2 e
com pseudoestratificagao

Epitélio ductal

R' / Membrana basal

Figura 19. Desenho representativo do NIPan 2. Adaptada de Hruban RH ef a/(51).

Neoplasia Pancreatica Intra-epitelial 3 (NIPan 3): na sua maioria, séo lesdes
papilares, micropapilares ou cribiformes, mas raramente, planas. O desprendimento
de grupos de células ou necrose intraluminal sugere o diagnéstico de NIPan 3 e é
conhecida como “decapitacdo”. A citologia dessas lesbes apresenta perda da

polaridade dos nucleos, em células caliciformes distroficas (células caliciformes com
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nucleos orientados para a porgao apical, também dita luminal da célula, contendo
mucina citoplasmatica na parte mais basal), mitoses anormais, irregularidade
nucleares e nucléolos proeminentes (macronucléolos). A arquitetura citonuclear é
semelhante ao carcinoma, sem invasdo da membrana basal. O sinbnimo para esta

alteracao € o Carcinoma “%n sifu”, como pode ser observado na figura 20.

Nucleos celulares

NIPan 3 Decapitacao de células ou

grupos celulares

(22 Epitélio ductal
. ':"5':"5 !
— L
=) '-*:;-.L of Membrana basal
LR )

Figura 20. Desenho representativo do NIPan 3. Adaptada de Hruban RH ef a/ (51).

Carcinoma Invasor: pequenas glandulas com irregularidade de contorno e uma
camada de células com desmoplasia periductal (hialinizagdo do estroma ductal). As
caracteristicas celulares sao de pleomorfismo, nucléolos evidentes, diminuicdo da
relacdo citoplasma/nucleo. Os nucleos sao de volume aumentado, com
esvaziamento da cromatina e pleomdérficos. Glandulas com estas alteragdes,

incluindo as caracteristicas nucleares do NIPan 3, acrescidas de extensao irregular
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ultrapassando a membrana basal e rodeadas por estroma desmoplasico,

caracterizam carcinoma invasor. A figura 21 é representativa do carcinoma invasor.

Carcinoma

__7_» Nucleos celulares irregulares

- Invasdo da membrana basal

—

—— Estroma desmoplasico

Figura 21. Desenho representativo do carcinoma pancreatico invasor, modificado de

Hruban RH ef a/ (50).

Outras caracteristicas histopatologicas encontradas nas laminas examinadas
como os complexos tubulares e as alteragdes inflamatérias também foram avaliadas,

mas nao submetidas a analise estatistica, nem tampouco detalhadas neste estudo.

Sao considerados como complexos tubulares os arranjos de varios ductos
com células epiteliais tipicas em substituicdo as células acinares localizadas na

regido ao redor da bolsa onde foi implantado o DMBA.
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Para as reagdes inflamatérias agudas os achados histopatolégicos sao o
predominio de leucécitos polimorfonucleares, o edema intersticial e os focos de
hemorragia intersticial. As reacgdes inflamatorias crénicas foram caracterizadas por
fibrose irregular, acinos reduzidos em numero e em tamanho, obstru¢do com
dilatacdo dos ductos pancreaticos e infiltrado intersticial com predominio de

linfocitos.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inicialmente descritos com frequéncias e percentuais. Em
seguida foram obtidas tabelas de contingéncia onde foram comparados os grupos
pelo teste Exato de Fisher. A significancia das comparag¢des das medianas foi obtida
pelo teste de Kruskall-Walis equivalente a ANOVA sobre "ranks”(escores) com teste
de Posthoc de Tukey/ Duncan, comprovando a homogeneidade das variancias. Os
escores utilizados estao dispostos na figura numero 22. Tais escores também foram
aplicados na confecgao do grafico numero 1, conforme pode ser visto na sec¢ao
“‘Resultados”. O nivel de significancia adotado no trabalho foi de a=0,05 (P< 0,001).
Os dados foram analisados com o auxilio do Programa Staftistical Package for the

Social Sciences (SPSS) versao 11.0.
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DIAGNOSTICO HISTOLOGICO cODIGO

PANCREAS NORMAL 10
HIPERPLASIA REACIONAL 20
NIPan la 31
NIPan Ib 32
NIPan Il 33
NIPan 1lI 34
ADENOCARCINOMA 40

Figura 22. Escores utilizados para codificagdo dos diagnosticos histologicos

apresentados no grafico numero 1.

ETICA

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre cadastrado pelo numero 5026.

ATIVIDADES DOS ALUNOS DE INICIAGAO CIENTIFICA

Cinco alunos da graduacdo em medicina com interesse em pesquisa foram

selecionados para participar deste estudo. O grupo foi instruido e treinado pela

autora a manusear corretamente os animais. Entre suas atribuicées, os alunos

auxiliavam na exposi¢ao dos animais a fumaca de cigarro, na aplicagao da nicotina
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subcuténea e na preparagao pré-operatéria que compreendia a indugao anestésica e
0 preparo do campo operatério. Além disso, eram o0s responsaveis pela pesagem
semanal dos animais. Durante tais atividades, utilizavam equipamento de protecao

individual a acidentes biol6gicos como luvas e mascaras antifumaca.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

Foram encontrados exemplos de todos os graus de leséo intra-epitelial e do
adenocarcinoma de pancreas no modelo de carcinogénese pancreatica induzida
pelo DMBA em camundongos, associando-se a inje¢ao subcutédnea de nicotina e

expondo os animais a fumaca de cigarros no periodo de 30 dias.

As imagens (figuras do numero 23 ao numero 32) foram obtidas da avaliagao
histolégica por microscopia optica dos pancreas dos animais do experimento. Estdo
exemplificados o epitélio pancreatico normal, cada um dos graus das lesdes intra-
epiteliais e o adenocarcinoma, comparativamente entre os animais do grupo DMBA-f
e DMBA-n, a partir da classificagdo proposta por Hruban e colaboradores (32). As
fotos digitais do pancreas normal, do epitélio ductal pancreatico normal e da
hiperplasia ductal derivam da avaliagao histoldgica do grupo Sham, conforme pode
ser conferido na figura 23 A e B. Além disso, estdo demonstrados os achados
histolégicos referentes aos complexos tubulares, aos cristais de DMBA com a bolsa

pancreatica e as alteracdes inflamatodrias, apenas com finalidade ilustrativa.
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llhota de Langerhans

A B
Figura 23. Pancreas normal com ilhota de Langerhans (A) e ducto pancreatico
normal, ambos em camundongo (B). Fotos digitais da microscopia éptica. Animais do
grupo Sham (HE. 100x)

Figura 24. Hiperplasia ductal pancreatica em camundongo. Foto digital da

microscopia optica. Animal do grupo Sham (HE. 200x)
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Figura 25. NIPan 1a em camundongo do grupo DMBA-f (A) e do DMBA-n (B). Fotos
digitais da microscopia 6ptica (HE. 200-400x)

C D
Figura 26. NIPan 1b em camundongo do grupo DMBA-f (A) e do DMBA-n (B).
Detalhe da pseudoestratificagdo nuclear ductal (B,C) animais do grupo DMBA-f.
Fotos digitais da microscopia optica (HE. A e B: 200x. C e D:400x)
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B
Figura 27. NIPan 2 em camundongo do grupo DMBA-f (A) e do DMBA-n (B). Fotos
digitais da microscopia éptica (HE. 200x)

Figura 28. NIPan 3 em camundongo do grupo DMBA-f (A) e do DMBA-n (B). Fotos

digitais da microscopia éptica (HE. 100x)

Figura 29. Adenocarcinoma pancreatico em camundongo do grupo DMBA-f (A) e do
DMBA-n (B). Fotos digitais da microscopia éptica (HE. 200x)
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Figura 30. Histologia dos complexos tubulares no tecido pancreatico em

camundongos do grupo DMBA-f . Foto digital da microscopia éptica (HE. 400x)

AR SRR s O e CEE i
Figura 31. Histologia: Sutura em bolsa com cristais de DMBA no tecido pancreatico

em camundongos do grupo DMBA-f. Foto digital da microscopia 6ptica (HE. 100x)
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Figura 32. Histologia das alteragdes inflamatoérias cronicas em camundongo do grupo
DMBA-f. Foto digital da microscopia 6ptica. (HE. 100x)

ANALISE ESTATISTICA DOS DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS

Na tabela 2, estdo descritas as frequéncias dos diagnésticos de maior
gravidade em cada grupo experimental, computados como uma ocorréncia apenas.
Foram considerados os seguintes diagndsticos: péancreas normal, hiperplasia
pancreatica, neoplasia intra-epitelial e adenocarcinoma. As lesdes intra-epiteliais,
independente do seu grau, foram agrupadas de forma geral como NIPan para efeito
de andlise estatistica. A ocorréncia de NIPan nos animais agrupados como DMBA-
exclusivo e como DMBA-fumaga foi a mesma (66,7%) e a maior entre todos os

grupos. O grupo DMBA-nicotina apresentou a maior freqtiéncia de adenocarcinoma
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(51,9%). Os grupos se mostraram diferentes entre si, com significancia estatistica

pelo teste Exato de Fisher que foi de 41,033 com p< 0,001.

A tabela 3 é um desdobramento da tabela anterior, onde estdo listadas
apenas as lesées de maior grau de NIPan em cada grupo. Ja a tabela 4 apresenta
todos os graus das lesOes intra-epiteliais encontradas em cada um dos casos,

também separados por grupos.

O grafico numero 1 apresenta as medianas das variaveis avaliadas em cada
grupo, indicando a concentracao de lesao de maior grau segundo sua freqiiéncia. Da
maneira como os grupos foram dispostos no grafico, observa-se claramente uma
ascendente tendéncia a gravidade dos mesmos. A diferenga entre os quatro grupos
em relacao aos tipos histoldgicos pode ser comprovada na tabela 5. Apenas nao foi
significativa a comparagdo entre os grupos DMBA-exclusivo e DMBA-fumacga

(p=0,953).
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Tabela 2. Ocorréncias dos diagndsticos histolégicos de maior gravidade em cada

grupo experimental®

GRUPOS

Sham DMBA DMBA-f  DMBA-n Total

HISTOLOGIA n=7 n=24 n=30 n=27 n=88
Normal 6 - 2 - 8
85,7% 6,7% 9,1%

Hiperplasia 1 4 4 1 10
13,3% 16,7% 13,3 3, 7% 11,4%

NIPan - 16 20 12 48
66,7% 66,7% 44,4% 54,5%

Adenocarcinoma - 4 4 14 22
16,7% 13,3% 51,9% 25,0%

TOTAL 7 24 30 27 88

*Teste Exato de Fisher = 41,03, p<0,001

Tabela 3. Frequéncias das lesdes de maior grau entre as neoplasias intra-epiteliais

em cada grupo experimental

GRUPOS
Sham DMBA DMBA-f  DMBA-n TOTAL
HISTOLOGIA n=7 n=24 n=30 n=27 n=88
NIPan 1a - 1 2 - 3
4,2% 6,7% 3,40%
NIPan 1b - 4 2 3 9
16,7% 6,7% 11,1% 10,22%
NIPan 2 - 8 4 5 17
33,3% 13,3% 18,5% 19,31%
NIPan 3 - 3 12 4 19
12,5% 40,0% 14,8% 21,59%
TOTAL - 16 20 12 48
66,7% 66,7% 44,4% 54,5%
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Tabela 4. Ocorréncia absoluta de todos os graus da neoplasia intra-epitelial nos

grupos experimentais

GRUPOS

Sham DMBA DMBA-f  DMBA-n Total
Histologia n=7 n=24 n=30 n=27 n=88
NIPan 1a - 14 13 13 40
NIPan 1b - 17 12 12 41
NIPan 2 - 14 18 18 50
NIPan 3 - 7 15 15 37
Total - 52 58 58 168
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Grafico 1: Valores maximos e minimos da Mediana dos diagndsticos histoldgicos

em cada grupo experimental classificados por sequéncia de escores
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Escore 0: ndo corresponde a tecido pancreatico. Escore 10: pancreas normal.
Escore 20: hiperplasia reacional. Escore 30: neoplasia intra-epitelial, sendo 31 para
NIPan 1a; 32 para NIPan 1b; 33 para NIPan 2 e 34 para NIPan 3. Escore 40: cancer
pancreatico. Sham refere-se ao grupo Sham. DMBA, ao grupo DMBA-exclusivo.

DMBA-f, ao grupo com DMBA-fumaca e DMBA-n, ao DMBA-nicotina.
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Tabela 5. Diferengas entre os escores das medianas das lesdes de maior grau dos

grupos estudados

GRUPO GRUPO ESCORES DAS MEDIANAS* SIGNIFICANCIA

Sham DMBA +34,67 0,002
DMBA-f +37,71 0,000
DMBA-n +53,45 0,000
DMBA  DMBA-f +3,04 0,953
DMBA-n +18,78 0,012
DMBA-f DMBA-n +15,74 0,032

* Teste de Tukey, p<0,01

MORTALIDADE

Cento e quatorze camundongos foram incluidos no estudo. Destes, 10
animais foram designados para o grupo Sham. O grupo do DMBA-fumacga foi

formado por 53 animais e o grupo de DMBA-nicotina, por 51.

A mortalidade global do estudo foi 43,85%. As mortalidades pré e poOs-

operatorias de cada grupo de animais, com as respectivas causas estao listadas nas

tabelas 6 e 7, respectivamente.
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No grupo Sham, os 10 animais que iniciaram o estudo foram submetidos a

cirurgia, sendo que 3 animais morreram no pos-operatorio.

No grupo DMBA-fumacga, dos 53 animais designados, 5 morreram antes da

cirurgia e 18 animais morreram apos o ato cirurgico.

Dos 51 animais do grupo DMBA-nicotina, 3 morreram no pré-operatorio e 21

animais morreram no decorrer dos 30 dias apoés a cirurgia.

As perdas e a mortalidade do grupo DMBA-exclusivo ndo foram descritas nos

Resultados. Tais informagdes fazem parte do conteudo da Discussao deste trabalho.

Tabela 6: Causas de morte pré-operatoria dos grupos experimentais

CAUSAS DE MORTE GRUPO GRUPO GRUPO TOTAL
PRE-OPERATORIA Sham DMBA-f DMBA-n

n=10 n=53 n=51 n=114
Canibalismo 3(5,66) - 3(2,63%)
Indeterminada 2(3,77) - 2(1,75%)
Convulsao pela nicotina - 3(5,88%) 3(2,63%)
Total morte pré-operatéria 5(9,43%) 3(5,88%) 8 (7,01%)
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Tabela 7: Causas de morte pos-operatoria dos grupos experimentais

CAUSAS DE MORTE GRUPO GRUPO GRUPO TOTAL
POS-OPERATORIA Sham DMBA-f DMBA-n

n=10 n=48 n=48 n=106
Convulsao pela nicotina - - 5(10,41%) 5(4,71%)
Isquemia intestinal 1(10%) 9(18,75%) 10(20,83%) 20(18,86%)
Lesao de via biliar 1(10%) 3(6,25%) 2(4,16%) 6(5,66%)
Pancreatite 1(10%) 4(8,33%) 2(4,16%) 7(6,60%)
Evisceracao - 1(2,08%) - 1(0,94%)
Sangramento transoperatorio - 1(2,08%) - 1(0,94%)
Indeterminada - - 2(4,16%) 2(1,88%)
Total morte pds-operatéria 3(30%) 18(37,5%) 21(43,75) 42(39,62%)
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

A CONFECGAO DOS GRUPOS

Os quatro grupos envolvidos no estudo tiveram a finalidade de determinar
quais os efeitos da nicotina sobre a carcinogénese pancreatica induzida nos animais
de experimentagcdo pelo DMBA, analisando-se sua lesdes histopatologicas através
dos novos critérios diagndsticos adotados na classificagao de lesdes precursoras

descrita em 2001 por Hruban (36).

A forma inoculada da nicotina através de injecdo subcutanea foi utilizada
visando maior rapidez de obtencdo dos resultados. A nicotina 3-(1-methiyl-2-
pyrrolidinyl) pyridine], 98 -100%, isenta de base e liquida (Sigma, codigo brasileiro
N3876), € a forma mais pura da nicotina, de onde derivam metabdlitos também

encontrados no cigarro (22,23).

A exposigao do grupo DMBA-f a fumaga do cigarro procurou reproduzir o0s

efeitos do fumo passivo sobre o pancreas do animal submetido a indugéo tumoral

pelo DMBA.
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Grupos de animais somente expostos a nicotina ou ao fumo, nao foram
incluidos no estudo, pois ja existem séries experimentais que utilizam as proprias
nitrosaminas e os derivados da nicotina como indutores da neoplasia pancreatica,

inclusive em culturas de células (24,25).

O numero de animais para cada grupo foi previamente estipulado através do
calculo da amostra: trinta animais em cada um dos grupos experimentais seria um
numero suficiente para comprovagao ou ndo da hipétese de trabalho. Para o grupo
Sham, 10 animais seriam suficientes, uma vez que nao se esperava O
desenvolvimento de lesbes pancreaticas neoplasicas, pois este grupo objetivou ser o

controle da cirurgia.

De forma semelhante a Rivera, que adicionou animais no decorrer de seu
trabalho a partir de suas perdas para garantir um numero representativo de
sobreviventes ao final do estudo com achados significativos, esta autora fez o

mesmo (42).

Como o0s animais ja iniciavam o trabalho em tempos diferentes para
possibilitar que todos fossem operados depois de transcorridos 0 mesmo numero de
dias de exposicdo, o acréscimo de novos animais para completar o numero
estipulado, ndo trouxe nenhum dano a pesquisa. A maior parte das mortes dos

animais apds a cirurgia ocorreu entre os cinco primeiros dias de pds-operatorio.
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Neste momento, foram introduzidos novos animais. Ao grupo Sham nao foram

adicionados novos integrantes.

A utilizagdo dos dados do grupo DMBA-exclusivo que foram descritos no
trabalho original deste modelo, diminuiu a necessidade de se acrescentar um
numero expressivo de mais animais, observando-se assim uma recomendacao do
cbédigo de ética em pesquisa animal. Os resultados deste grupo foram utilizados
tendo em vista que foram obtidos através de uma mesma metodologia, aplicada pelo
mesmo grupo de investigadores, seguindo uma mesma linha de pesquisa e parece
nao ter trazido nenhum prejuizo a conclusdo dos resultados do trabalho em

discussao.

A ESCOLHA DAS SUBSTANCIAS PROMOTORAS

Chen e colaboradores escolheram um cigarro com 1,2 mg de nicotina e
expuseram seus animais de experimento a fumaca produzida por trés cigarros, 3
vezes ao dia durante 4 dias para avaliar a perda de peso, apetite e a presenca de
um peptideo cerebral. Seu modelo considerado de um periodo curto de exposi¢cao

alcangou os objetivos propostos para a perda de apetite e de peso dos animais, mas
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nao comprovou a alteragdo no peptideo, provavelmente devido a pequenissima

duragao do mesmo (52).

Outros estudos também expuseram animais de experimentacdo a fumacga de
cigarros com finalidade de detecgdo da carcinogénese em “érgaos-alvo” diversos
(53-55). Os cigarros utilizados normalmente eram os mesmos: Winefield Red ® ou
Kentucky 1R4F®, além dos da marca Marlboro® (52-54). O primeiro apresenta uma
concentragao de 1,2 mg de nicotina, enquanto o segundo € utilizado em um sistema
mecanico que pode produz uma fumaca com total de particulas suspensas
provenientes dos componentes deste cigarro, ajustavel em sua concentragao,
conforme necessario. A maior parte dos estudos aplicam a concentracdo de 100 a
250 mg/m?3 particulas. O tempo dos estudos € extremamente variavel. Alguns
expdem os animais por quase 1 ano, outros por apenas algumas semanas ou dias.
Os animais devem permanecer individualmente dentro de um sistema de inalacao

com o corpo todo exposto ou somente as vias areas expostas a fumaca gerada.

No presente estudo, a opgado foi por uma concentragdo aproximada de
100mg/m3 de nicotina em uma suspensao de fumaga do cigarro produzida pela
queima dos da marca Derby®, rétulo vermelho. A concentragdo da nicotina em cada
um deles é de 0,8 mg, considerada a maior entre todos os cigarros a venda no

mercado nacional. Esta marca foi escolhida porque apresenta a maior concentragao
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de nicotina disponivel, a custos mais baixos que os de outras marcas. O tempo de
exposi¢cao dos animais foi baseado no tempo preciso para queima completa do
cigarro e no tempo necessario para saida de toda a fumaca de dentro da caixa. As
trés exposicdes diarias tentaram ocupar as trés fazes do dia: manh3, tarde e noite.
Nos finais de semana, entretanto, os animais eram expostos uma unica vez ao dia a
fumacga, assim como a nicotina. A duracao de 45 dias foi estabelecida baseada no
tempo em que os animais permaneceriam vivos apos a cirurgia (30 dias), segundo o
modelo original do DMBA, associando-se mais 15 dias de uma exposigao prévia

para acostuma-los ou ambienta-los a sua nova rotina.

A fumacga do cigarro pode ser considerada de trés formas. A fumaga que o
fumante recebe através do fumo (na lingua inglesa referida como ‘mainstream
smoke’), a fumaga exalada pelo préprio fumante e a produzida pela queima da
guimba do cigarro. As duas ultimas formas estdo envolvidas com os fumantes
passivos e possuem uma concentragdao maior de nicotina que a fumaca inalada pelo

tabagista. Em inglés elas sdo conhecidas como “sidestream smoke”. (54,56,57).

Nao foram encontradas na literatura referéncias a estudos que expusessem
0s animais de uma forma conjunta a fumacga de cigarros derivada do ‘sidestream
smoke’, assim reproduzindo um ambiente de fumantes, onde o maior stress fosse
apenas a presenca da fumaca. Por este motivo, nosso modelo de exposigao segue

sendo singular, sem semelhantes na bibliografia consultada.
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Em relagao a nicotina, optou-se por nao utilizar nenhum de seus metabdlitos e
obté-la na concentragao de quase 100%, ou seja, praticamente pura, na tentativa de
iguala-la a forma existente nos cigarros. A nicotina € o componente de maior
concentragcdo nos cigarros (5,16,20,21). Ela é um alcaléide e sofre varias
transformacdes dependentes do metabolismo do receptor onde esta sendo aplicada,
chegando a compostos com caracteristicas moleculares e funcionais diferentes (17).
Sao conhecidos alguns dos derivados da nicotina e seus respectivos efeitos nos
organismos envolvidos, como um poder altamente carcinogénico sobre o pancreas,

conforme previamente referido na introducgao (5,17,22)

Além disso, a nicotina apresenta um importante papel sobre a carcinogénese
dos tumores solidos. E conhecido o fato de que os tumores sélidos necessitam da
neovascularizagao para o seu crescimento e que a nicotina parece acelerar este
processo. Alguns receptores moleculares tem sido apontados como facilitadores ou
até responsaveis pelo desencadeamento desta cascata de eventos que leva a
reprodugao e crescimento celular (58,59). Entre eles, aparece o VEGF-r (Vascular
endothelial growth factor recepfor), como importante mediador do desenvolvimento

tumoral (56,57,59). Esta avaliacado, no entanto, foge do foco deste estudo.

Finalmente, a dose da nicotina utilizada esteve de acordo com o “Guideline on
nicotine dose selection for in vivo reserach’”. Este guia foi publicado recentemente

com uma extensa revisdo sobre a dose da nicotina e a via de administracao
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recomendadas para cada tipo de animal de experimentagao. No caso do
camundongo, a dose recomendada € superior a para ratos porque estes animais tem
se mostrado menos sensiveis ao efeito da nicotina do que os ratos. A dose téxica da
nicotina em rato, que pode ser observada a partir do momento em que o animal
apresenta convulsdes, é de 0,5 a 1 mg/kg , enquanto para o camundongo é de 2 a 6
mg/kg. Além disso, a meia vida da nicotina no camundongo é menor, o que justifica
as duas aplicagdes diarias da droga. Por outro lado, mais de duas aplicagdes diarias
estao implicadas com o aumento do s#ress ao que o animal seria submetido, o que

pode ser detectado pela elevagao das taxas dos corticosteroides circulantes (60).

CARACTERISTICAS GERAIS E HISTOLOGIA DOS GRUPOS

O DMBA produz mutagdes em oncogenes e genes supressores que acabam
induzindo a carcinogénese. A presenca do DMBA durante a proliferacdo celular
dificulta a o reparo do DNA alterado (42,43). Neste modelo, o implante de DMBA na
cabeca pancreatica serviu como estimulo para estas mutacodes, propiciando o inicio
do processo de transformagcao maligna. Como foi visto, o trauma cirurgico
isoladamente nao foi capaz de produzir lesdes malignas ou suas precursoras, ja que
no grupo Sham, além do tecido pancreatico normal predominante, apenas foi

encontrada uma alteragao ductal classificada como hiperplasia, provavelmente em
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resposta ao dano tecidual promovido pela confeccdo da sutura em bolsa e

possivelmente servindo como reparo celular.

A reacao inflamatéria que acompanha os procedimentos cirurgicos somente
foi observada de forma intensa nos grupos expostos a nicotina ou a fumaga do
cigarro, principalmente ao redor da sutura que continha os cristais de DMBA. No

grupo Sham, estes achados foram inexpressivos.

Segundo a literatura, a pancreatite aguda em seres humanos nao parece
aumentar o risco da neoplasia pancreatica (61). Por outro lado, as manifesta¢des de
inflamacao cronica, como as que ocorrem na pancreatite crénica, devem ser um
importante co-fator na transformacao neoplasica, visto que pacientes com tal doenca
sao considerados integrantes de um grupo de risco para o desenvolvimento do

adenocarcinoma pancreatico (62).

A avaliacao histoldgica evidenciou a presenca de polimorfonucleares e sinais
de edema intersticial nos espécimes de pancreas derivados do grupo DMBA-n, mas
como uma manifestagao branda, e principalmente localizada ao redor do aglomerado
de cristais do DMBA. Os achado de pancreatite crénica no grupo DMBA-,
entretanto, foram extremamente intensos e frequentemente presentes em quase
todo o corte de tecido examinado, inclusive nos casos de adenocarcinoma invasor.

Mesmo assim, tais lesdes nao prejudicaram a avaliagao histoldgica.
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A fumaca do cigarro produziu uma clara reac¢ao inflamatéria do tipo crénica no
tecido pancreatico avaliado, com fibrose intensa, conforme tem sido descrita em
estudos atuais que avaliam os efeitos da fumaga nos fumantes passivos.
Recentemente, Wittel e seus colaboradores expuseram ratas a uma concentracao de
100mg/m3 e 160mg/m3 de suspensdo de particulas da fumaga de cigarros,
consideradas baixa dose e alta dose, respectivamente. A exposicdo durou 12
semanas, sendo que, apos este periodo, os autores promoveram uma cuidadosa
analise dos achados histoldgicos, imunohistoquimicos e bioquimicos destes animais.
A concentragdo sérica da cotinina e da nicotina foram avaliados em cada grupo.
Entre os grupos, apenas a concentragdo da cotinina apresentou diferenga
significativa, sendo maior para aqueles animais expostos a alta dose de suspensao
de particulas da fumacga. A alta dose também esteve associada com as alteragcdes
histologicas inflamatérias encontradas no péncreas dos animais. Os animais
expostos a baixa dose, entretanto, ndo apresentaram tais alteragdes. A conclusao do
estudo foi que existem fortes evidencias do dano tecidual causado no pancreas de
animais expostos a inalagdo de fumaca de cigarros devido a agao conjunta de outros

carcinégenos proprios do cigarro e nao somente da nicotina e cotinina (63).

As lesbes intra-epiteliais e o adenocarcinoma pancreatico induzidos em
camundongos pelo DMBA s&o do tipo ductal, e podem seguir a mesma classificagao

para as lesdes pancreaticas encontradas em seres humanos, proposta e

95



apresentada por Hruban e seu colaboradores em 2001 (36). Resta saber como estas

lesdes se comportaram na presencga da nicotina e da fumaca do cigarro.

Aparentemente o grupo DMBA-f ndo acrescentou nenhum dado novo a
respeito da promogao da neoplasia pancreatica, porque seus achados foram muito
proximos aos do grupo DMBA-exclusivo, conforme visto na tabela 2. Em ambos os
grupos a frequéncia do diagndstico NIPan foi de 66,7%. Entretanto, a gravidade das
lesdes intra-epiteliais no grupo da fumacga foi maior: 40% de NIPan 3 em relagéo a
12% no grupo DMBA-exclusivo (Tabela 3). Além disso, em numeros absolutos, a
contagem total de ocorréncias das NIPans foi discretamente maior, com uma
concentragdo em NIPan 2 e 3 (Tabela 4). A ocorréncia do adenocarcinoma,
contudo foi a mesma em numeros totais, mas com percentuais diferentes. Apenas 4
casos em cada um destes dois grupos progrediram para o cancer invasivo,
representando 13,3% e 16,7% dos casos para o DMBA-f e DMBA-exclusivo,
respectivamente. Talvez exista uma barreira, “assim como a membrana basal’, de
forma figurativa, que precisa ser ultrapassada para que a célula neoplasica atinja o
intersticio e se transforme em uma lesdo invasiva. Talvez a maior parte destes
animais, ou pelo menos, os 40% que atingiram o NIPan 3 cheguem até este ponto.
Remetendo-nos a biologia molecular destas lesdes, a analise do K-ras demonstra
que em aproximadamente 90% dos carcinomas de pancreas ele esta mutado, mas
em somente 30% das NIPans 1a. A mutagédo do p53 esta presente em mais de 70%

dos carcinomas, expressando-se apenas a partir do NIPan 3, ja que é considerada
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uma alteragao tardia na carcinogénese, assim como ocorre com o0 BRCA2 e o DPC4

(3-35,37,39).

E de se especular que se o tempo do estudo fosse mais prolongado, os
camundongos do DMBA-f se deparariam com novas lesdes ou as ja existentes
evoluiriam para lesdes mais graves como o adenocarcinoma. Foi exatamente o que
aconteceu com o grupo DMBA-exclusivo com 60 dias de exposigao, descrito no
trabalho de Osvaldt e colaboradores (43). Tal grupo apresentou um aumento de 2,26
vezes no numero de carcinomas em relagao ao grupo de 30 dias, cujos dados estao

sendo utilizados para as comparagdes atuais.

A menor frequéncia de lesdes precursoras no grupo DMBA-n (44,4%), quando
comparadas apenas as lesdes de maior grau entre os grupos, deve-se ao aumento
no numero absoluto de diagndsticos de adenocarcinoma. O adenocarcinoma esteve
presente em 51,9% dos casos de associagdo entre DMBA e nicotina, e foi o maior
valor entre os grupos deste estudo. Tal associagdo também foi capaz promover uma
indugcao geral de neoplasia do porte de 96,3 pontos percentuais, significando maior
entre todos os trabalhos cujo modelo de carcinogénese utilizou o DMBA até o
momento. O grupo DMBA-exclusivo e o DMBA-f apresentaram 83,4% e 80% de
neoplasia, respectivamente. A comparagdo com estudos prévios torna este

experimento muito satisfatério em relacdo aos resultados alcancados. Zehnder
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obteve 72%, Z'graggen 77%, Osvaldt, 83,3% e Wendt, 88,23% de inducéo global de

lesbes neoplasicas intra-epiteliais e de adenocarcinoma (44-46,64).

Existe uma clara e substancial tendéncia de piora dos diagndsticos
histologicos em relagdo aos grupos dispostos desta forma: Sham, DMBA-exclusivo,
DMBA-f e DMBA-n. Os grupos DMBA-exclusivo e DMBA-f, entretanto apresentam
caracteristicas muito proximas em relagcdo aos achados histologicos, visando
somente as alteracdes neoplasicas referentes aos ductos, inclusive sem
demonstrarem significancia estatistica em suas diferencas quando submetidos a

analise (Tabela 5).

MORTALIDADE

O modelo experimental de carcinogénese pancreatica em camundongos
induzida pelo DMBA associado a exposigao de fumaga de cigarro e a aplicagbes de
nicotina subcutanea provou ser capaz de desenvolver a neoplasia invasora e suas
lesdes precursoras, inclusive com maior frequéncia destas lesées, com um menor
tempo de inducdo e a custos mais baixo do que os modelos que utilizam ratos, a
exemplo dos trabalhos prévios deste mesmo grupo de pesquisadores (45,46). Por
outro lado, a mortalidade do experimento tende a ser maior do que nos estudos com

ratos, mas mesmo assim, foi considerada aceitavel (41-44).
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Comparando-se a mortalidades deste trabalho com a descritas por Osvaldt e
colaboradores (32,2%) e por Wendt e colaboradores (31,6%), a mortalidade pos-
operatoria ndo se afasta muito destes numeros (45,46). No estudo atual ela foi de
34,90%, eliminando-se os casos de intoxicacdo direta pela administracdo de
nicotina, que serdo comentados a seguir. A unica diferenca € que estes dois
trabalhos acompanharam os animais por um tempo maior que o estudo atual. Os
animais eram mortos em 30 e 60 dias apds a cirurgia. Neste estudo, todos os
animais eram sacrificados no 30° dia de pds-operatério. A causas de morte foram as

mesma com excegao as causadas pela nicotina.

Nos trabalhos com modelo de experimentacdo semelhante, porém com o
emprego de ratos ao invés de camundongos, a mortalidade apresentou valores bem
distintos. Dissin e colaboradores relataram 18,5% de perdas, enquanto Rivera e seus
colaboradores, chegaram a perder 67,3% dos animais (41,42). Em uma de suas
pesquisas, o grupo liderado por Z'graggen constatou uma mortalidade em torno de
40% (64). O unico estudo em camundongos de Zehnder apresentou mortalidade
geral de 17%, porém os dados foram apresentados apenas como preliminares, sob
forma de resumo (44). O tempo de duragcédo destes estudos variou muito, entre 4

meses € um ano.
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Muito provavelmente se os animais de nosso estudo tivessem sido
observados por um tempo maior do que o estabelecido, a mortalidade atingiria
valores inaceitaveis. Foi o que aconteceu no trabalho de Osvaldt (45). Os autores
foram obrigados a abolir um grupo de animais com morte prevista para 90 dias apds
a cirurgia, pois transcorridos 60 dias, os animais comegavam a falecer e nao
atingiam o tempo estipulado de 90 dias. Isso tornou inviavel a permanéncia de tal
grupo no estudo e fortaleceu a idéia de que neste trabalho os animais ndo deveriam

ser sacrificados apds um periodo superior a 30 dias.

Uma outra questdo é a associagdo da nicotina e da fumaga de cigarro ao
modelo original do DMBA-exclusivo. Além dos casos de morte instantédnea a
aplicacao de nicotina subcutanea por neurotoxicidade e convulsdo, é de se pensar
que tais substancias compartilham de outros efeitos nocivos ao organismo dos
animais e por isso devem contribuir com o aumento da mortalidade dos grupos. Se
considerado o grupo Sham, que nao foi exposto a nenhuma das substancias (DMBA,
nicotina ou fumaca do cigarro) sua mortalidade também girou em torno de 30%, o
que nos remete a uma mortalidade ligada Unica e exclusivamente ao ato cirdrgico. E
certo que este grupo é muito pequeno para que essa afirmacao seja aceita, mas,
mais uma vez, nota-se uma tendéncia para estes valores. J4 a comparagao entre as
perdas dos grupos DMBA-f e DMBA-n se equivalem, sendo de 37,5% e de 33,3%,
respectivamente, excluindo-se o efeito imediato da nicotina, como pode ser visto na

tabela numero 7.
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Esta taxa de mortalidade pode ser considerada alta por muitos pesquisadores
e por isso limitadora do emprego deste modelo, tendo em vista aspectos éticos que
envolvem estudos experimentais em animais (48). Por outro lado, tais valores podem
ser justificados devido ao grande porte da cirurgia realizada em relagédo ao tamanho
dos animais. Outra questdo é o efeito de massa causado pela implantagdo do
DMBA, que pode comprimir as estruturas vasculares, gerando isquemia dos tecidos
adjacentes ou ocasionando obstrugdo mecanica direta sobre o intestino. A intensa
reacao inflamatéria provocada pelo DMBA com as aderéncias intestinais

consequientes € outra causa desta obstrugao.

Uma alternativa ao efeito de massa sobre as estruturas vasculares da cabeca
pancreatica, principalmente sobre o0s vasos mesentéricos superiores, seria a
implantacdo do DMBA na porcdo caudal do pancreas do animal. Contudo, a
proximidade com o bag¢o, e o manuseio desta regidao, provavelmente acabaria
ocasionando outras lesbes vasculares, com consequente hipovolemia ou mesmo

isquemia do préprio tecido pancreatico.

No caso deste estudo, acrescento a curva de aprendizado para o
procedimento cirurgico, como uma das causas do aumento da mortalidade em
decorréncia do ato operatério. Como a técnica operatéria ja havia sido testada nos

dois trabalhos anteriores do grupo, € com um numero expressivo de animais em um
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teste piloto, as perdas pela cirurgia acabaram sendo um pouco menores do que no
presente estudo, cujo treinamento foi apenas em 3 animais, conforme julgamento
inicial. Em se tratando de um procedimento delicado, com técnica de microcirurgia,
faz-se obrigatoriamente necessaria a adequacdo das habilidades existentes ou
aquisicdo de novas para obtencido de éxito e conseqliente diminuicdo das
complicagdes peri-operatorias. Estas consideragcdes derivam da observacao pessoal
durante o decorrer do trabalho, pois a medida que novos animais ingressavam no
estudo, suas cirurgias eram realizadas com mais sucesso e destreza, além do que
0s animais que foram introduzidos mais tarde no experimento morreram menos do
que os que entraram no inicio do estudo. Tais dados, entretanto ndo foram

submetidos a analise estatistica.

A mortalidade pré-operatéria foi considerada separada, em virtude de sua
pouca importancia na conclusdo dos reais fatores que causaram as mortes dos
animais decorrentes do modelo experimental em si. Mais uma vez, destaca-se o
efeito neurotdéxico da nicotina, associado a um erro de alojamento dos animais.
Sabe-se que camundongos machos provenientes de ninhadas diferentes competem
entre si, e podem levar seus companheiros de gaiola até a morte. Foi o que
aconteceu. Por um erro e desconhecimento deste fato, juntaram-se duas ninhadas

diferentes em uma mesma gaiola, o que ocasionou a perda de 3 animais.
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Quanto a neurotoxicidade da nicotina, seu efeito avassalador foi controlado a
partir do momento em que se modificou a diluicdo originalmente programada. Na
primeira diluicdo, a margem de erro para um efeito toxico era muito pequena. A
solucao estava mais concentrada com o intuito de diminuir o volume total a ser
infundido no subcutaneo do animal, atenuando o desconforto sentido por estes no
momento das inje¢des, em se tratando de 2 aplicagdes diarias por um periodo de 45
dias. Desta forma, por menor que fosse a alteragdo na dose a ser administrada (e
neste caso esta se falando de alteragcées do porte 0,01ml) a superdosagem era
facilmente alcangada, ocasionando convulsdo e morte do animal no mesmo instante.
Mesmo ap6s ter sido modificada a diluicdo, ocorreram outros casos isolados de
convulsao e morte subita, o que reflete o alto grau de toxicidade desta substancia.
Talvez a diluicdo empregada nao devesse respeitar de forma tao rigida a constancia
de um volume tao pequeno, visando diminuir tais perdas. A associagao de um
anestésico local poderia suavizar a dor, mas suas implicagdes na absor¢cdo da

nicotina ainda nao foram determinadas.

A técnica anestésica empregada nao contribuiu com nenhuma perda de
animais. Nenhum acidente de punc¢ao de 6rgao intra-abdominal foi associado a este
procedimento, nem foram evidenciados efeitos indesejaveis de sua aplicagao. Esta
técnica foi capaz de proporcionar um bloqueio anestésico geral durante toda a

cirurgia, além de uma adequada analgesia no pos-operatorio imediato. Em poucos
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casos foi necessaria uma dose complementar de anestésico no trans-operatério, o

que nao parece ter sido prejudicial ao animal.

OUTRAS REFLEXOES

Prokopczyk e colaboradores acompanharam 22 pacientes do Departamento
de Cirurgia da Universidade de Ulm na Alemanha que apresentavam doengas
pancreaticas cirurgicas e determinaram quais eram os fumantes, através da
concentracdo das nitrosaminas especificas do tabaco no suco pancreatico. O nivel
de NNK no suco pancreatico de fumantes foi superior ao dos nao fumantes. A NNAL
esteve presente no suco pancreatico em 57% dos casos de fumantes e em 33% do
caso dos que nao fumavam. Os autores concluiram que a exposicdo ao tabaco
propicia o acumulo de seus metabdlitos no pancreas e que isso pode estar
associado com a carcinogénese deste 6rgao (65). Nosso estudo foi todo baseado
nas alteragdes dos ductos pancreaticos, os responsaveis pela producao e excre¢ao
do suco pancreatico. A questdo é, se os derivados do cigarro ou da nicotina ao
mesmo tempo em que produzem alteragdes capazes de modificar a estrutura destes
ductos, inclusive gerando lesdes malignas, sdo excretados pelo suco pancreatico e
detectaveis, por que entdo é relatado um tdo baixo rendimento das coletas de

células destes mesmos ductos pancreaticos obtidas através de exames
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endoscopicos na busca de um diagnéstico citolégico? Talvez a biologia molecular

associada ao estudo da carcinogénese possa melhorar este cenario.

O conceito de que a carcinogénese envolve um fenbmeno com varias etapas
e que é acompanhado por multiplas fungbes ou disfungdes do organismo é
mundialmente aceito e embasado por inumeros estudos experimentais (57). Seria
pretensao demasiada tentar formular novas teorias com os resultados apenas deste
trabalho sobre o real valor da nicotina nas alteragées pancreaticas. Nesse sentido, a
discussdo deste trabalho concentrou-se em apresentar os achados histoldgicos
deste modelo, focando-se nas lesdes intra-epiteliais e no adenocarcinoma
pancreatico, propondo algumas interpretagcdes para tais achados. Ao mesmo tempo,
provou que este modelo é reprodutivel, capaz de acelerar os resultados e util na
busca de outras respostas sobre o adenocarcinoma pancreatico, como o estudo da
genética tumoral através da deteccdo das possiveis alteracbes genéticas e
moleculares existentes, além de servir como modelo para avaliagdo de protetores ou
inibidores da neoplasia, devido a alta incidéncia apresentada. A exemplo de
Z'graggen cujas investigagdes resultaram uma incidéncia 50% de mutacédo no K-ras
nas NIPans (que ele ainda chamava de displasia e carcinoma in situ) e de 91% nos
carcinomas de ratos, o mesmo deve ser feito com os camundongos deste modelo

(64).
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES

O modelo experimental de indu¢do da carcinogénese pancreatica pelo DMBA
em camundongos com a associacao da nicotina injetavel e com a fumaca do cigarro
€ capaz de reproduzir as lesdes neoplasicas intra-epiteliais e o adenocarcinoma
pancreatico. Proporciona o estudo das mesmas enquadrando-se na nova

classificagao das neoplasias ductais intra-epiteliais e invasoras do pancreas.

A nicotina subcutanea demonstrou poder como agente promotor das lesdes
intra-epiteliais e do adenocarcinoma no modelo de carcinogénese pancreatica

induzido em camundongos pelo DMBA.

A inalacdo de fumaca de cigarro pelos animais neste modelo nado esta
relacionada ao aumento da freqiéncia do adenocarcinoma pancreatico e de suas
lesdes precursoras, entretanto, estas ultimas sdo de maior gravidade do que as

encontradas no modelo de DMBA-exclusivo.

107



PERSPECTIVAS

108



PERSPECTIVAS

Este trabalho descreveu os achados histolégicos do adenocarcinoma
pancreatico e de suas lesdes precursoras em camundongos submetidos a indugao
pelo DMBA associado a duas formas diferentes de utilizacdo da nicotina. Optou-se
pela confeccdo de um modelo que reproduzisse os efeitos de um dos fatores de
risco de maior importancia para o adenocarcinoma: o cigarro e seus componentes.
Ele foi capaz de desenvolver as lesdes desejadas com resultados considerados

excelentes pelos autores. Possivelmente sirva para o estudo de fatores protetores.

Além disso, a analise molecular das lesdes desenvolvidas emerge como uma
medida imperativa e deve ser buscada o mais breve possivel. Tentativas neste
sentido ja foram iniciadas, mas ainda nao se dispde de resultados que possam ser

apresentados.
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