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A alta incidéncia mundial do cancer o coloca como um grande problema
de saude publica, tanto em paises desenvolvidos como nos em
desenvolvimento. Suas particularidades, no que tange a malignidade, geram
grandes problemas sociais e psicoldgicos nos individuos acometidos.

O cancer € responsavel por mais de 6 milhdes de Obitos por ano e
chega a 12% de todas as causas no mundo. As maiores taxas de incidéncia de
cancer sdo encontradas nos paises desenvolvidos, no entanto 5 milhdes e
meio dos 10 milhées de casos novos anuais sédo diagnosticados em paises em
desenvolvimento (GUERRA et al., 2005). Conforme dados da Organizacéo
Mundial da Saude de 2008, metade dos casos novos e cerca de dois tercos
dos Obitos por cancer aconteceram em paises de meédio e baixo
desenvolvimento (INCA, 2010).

Nos ultimos dois séculos, a industrializacdo e posteriormente a
globalizacéo, proporcionaram mudancas cabais nas sociedades em geral. A
economia favoreceu expressivas melhorias na qualidade de vida, nas
condicbes de trabalho, nutricdo, inclusive no acesso aos servicos de
assisténcia a saude. Esse processo de reorganizacdo global gerou
modificagdes nos padrbes mundiais de saude-doenca, conhecida como
transicdo epidemiolégica. A transicdo epidemiologica foi caracterizada pela
mudanca do perfil de mortalidade com reducdo das taxas de doencas
infecciosas e concomitante aumento das taxas de doencas cronico
degenerativas, principalmente as doencas cardiovasculares e o0 cancer
(LAURENTI, 1990).

Nos paises da América Latina ditos em desenvolvimento, essa transi¢cao

epidemiolégica ndo se deu por completo, pois observa-se simultaneamente o
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aumento da ocorréncia de doencas cronico degenerativas e doencas
infecciosas, tais como malaria e dengue, além da desnutricdo (LAURENTI,
1990; ALBALA et al., 1997).

No Brasil esta transicdo epidemiologica € evidenciada com aumento da
incidéncia de cancer usualmente associado a niveis socio-econfmicos mais
elevados; como o de mama, reto, préstata e célon; porém, ha ainda grande
incidéncia de tumores associados a niveis socio-econdmicos mais baixos;
como o cancer de colo de Utero, pénis, estbmago e cavidade oral. Estima-se
para o ano de 2010 a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer no Brasil.
Os tumores mais incidentes nos homens brasileiros no referido ano seréao
devidos ao cancer de pele ndo melanoma (53 mil casos novos), préstata (52
mil), pulmé&o (18 mil), estdbmago (14 mil) e colon e reto (13 mil). Para o sexo
feminino destacam-se os tumores de pele ndo melanoma (60 mil casos novos),
mama (49 mil), colo do utero (18 mil), colon e reto (15 mil) e pulmé&o (10 mil)
(INCA, 2009).

A distribuicdo proporcional das mortes por cancer no Brasil entre os
anos de 2003 e 2007 para os homens, de acordo com a localizagéo primaria do
tumor, mostrou os seguintes valores: traquéia, brénquios e pulmdes (16%),
prostata (12,1%), estdbmago (11,5%), es6fago (6,6%), colon e reto (5,7%),
figado e vias biliares intra-hepaticas (4,3%), cavidade oral (4,2%), neoplasia
maligna sem especificacdo de localizacdo (4%), encéfalo (3,9%), leucemias
(3,9%), laringe (3,6%), pancreas (3,6%), tecido linfatico (2,9%), vesicula biliar
(1,1%), outras localizacbes (16,7%). Para as mulheres, a distribuicdo
proporcional das mortes por cancer para o0 mesmo periodo mostrou: mama

(15,7%), traquéia, bronquios e pulmdes (8,4%), colon e reto (7,7%), colo do
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atero (7,4%), estbmago (7%), neoplasia maligna sem especificacdo de
localizacéo (4,4%), figado e vias biliares intra-hepaticas (4,2%), pancreas (4%),
encéfalo (4%), leucemias (3,9%), vesicula biliar (2,8%), tecido linfatico (2,6%),
esb6fago (2,2%), cavidade oral (1,2%), laringe (0,6%) e outras localizacdes
(23,9%) (INCA, 2009).

Mediante os dados apresentados, é evidente a necessidade de
investimentos no desenvolvimento de acdes abrangentes para o controle do
cancer, nos diferentes niveis de atuacdo, como: promoc¢ao da saude, deteccéo
precoce, assisténcia aos pacientes, vigilancia, formacao de recursos humanos,
comunicacio e mobilizacdo social, pesquisa e gestdo do Sistema Unico de
Saude (INCA, 2009).

A avaliacdo destas neoplasias citadas explicita alguns aspectos clinicos
e evolutivos semelhantes, principalmente relacionados as metastases e
prognastico.

O carcinoma de colo uterino e o cancer de mama sdo 0s tumores
ginecoldgicos mais importantes e, nas suas fases mais avancadas, apresentam
metastases linfonodais e a distancia (figado, pulmdes, ossos e cérebro)
(JONES, 1990; TRUFELLI et al, 2008), sendo demonstrado pior progndéstico e
queda na sobrevida de pacientes com metastases linfonodais e hepaticas no
diagnéstico inicial (MORLEY et al., 1992; TRUFELLI et al., 2008). Em relac&o
ao carcinoma de mama, cerca de 50% das pacientes apresentam doenca
metastatica, principalmente para linfonodos axilares, ainda no diagndéstico
inicial (GRIFFITHS et al., 1997; TRUFELLI et al., 2008).

Os canceres de pulméao, traquéia e bronquios sao neoplasias de elevada

incidéncia e com alta taxa de mortalidade, que acarretaram cerca de 160.000
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Obitos nos Estados Unidos da América em 2005 (OMS, 2005). Sao tumores
com grande incidéncia de metastases linfonodais, pulmonares, mediastinais,
0sseas, cerebrais e hepaticas ( SAAD-HOSSNE, 2001).

Entre as principais causas de metastases hepaticas pode-se considerar
0s tumores gastrintestinais, sobretudo os colorretais. (ROGIERS et al., 2000).

Em todas as neoplasias acima relacionadas, bem como outras tambéem
prevalentes, a presenca de metastases associa-se com pior progndéstico e
dificuldades terapéuticas, sendo que o0 prognostico dos pacientes com
neoplasias malignas guarda relacdo direta e estreita com o estado evolutivo da
doenca. A presenca de metastases mostra a importancia do diagnéstico do
cancer nas fases iniciais para obtencdo de melhores resultados terapéuticos.
(SAAD-HOSNE, 2001).

As metastases hepaticas sdao muitas vezes de dificil diagndstico em
fases precoces, principalmente pela escassez de sinais e sintomas; e sao
habitualmente diagnosticadas por exames de imagem (como ultrassonografia e
tomografia computadorizada) ou mesmo no intraoperatoério.

O tratamento destas metastases hepaticas € muitas vezes um desafio
terapéutico, no qual sdo avaliados diversos fatores, como idade e condi¢des
clinicas do paciente, estadiamento do tumor primario e o numero e localizacéo
das mesmas.

Sao diversas as técnicas terapéuticas empregadas e as principais sao:
resseccao cirurgica, ligaduras arteriais, embolizacdo e quimioterapia, ablacéo e
até a terapia genética. (SAAD-HOSSNE, 2001). A resseccéo cirurgica €, até o
presente momento, a principal modalidade terapéutica que oferece maiores

possibilidades de cura. (SCHLAG et al., 1999; TANIAI et al., 2007).
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A técnica do downstaging associando-se quimioterapicos como 5
fluoracil, leucovorin e fluorodesoxiuridina, oxacisplatina e mitomicina intra-
arterial ou endovenosa a resseccao cirurgica tem levado a melhorias do
prognéstico. (BERLIN et al., 1999; LINK et al, 1999; TAKANISHI et al., 1999;
GORNET et al., 2000; SAAD-HOSSNE, 2001; LAU et al., 2004). Diversos
trabalhos mostram o0 uso concomitante de quimioterapicos e anticorpos
monoclonais levando a aumento do tempo de progressao livre de doenca
(HURWITZ et al., 2004; PINHO et al., 2004; SALTZ et al., 2008; HOCHSTER et
al., 2008) e mesmo o uso de anticorpos monoclonais em pacientes refratarios
a quimioterapia (VAN CUTSEM et al., 2007).

O tratamento adjuvante €& feito principalmente pela quimioterapia,
imunoterapia e ablacdo, que visam sobretudo a melhora da qualidade de
sobrevida, aumento do tempo livre de doenca e o tratamento da neoplasia
residual.

A ablacdo da massa tumoral é considerada como o principal método
paliativo. As técnicas mais utilizadas sdo: uso de substancias citoliticas e
necrotizantes como o alcool, a crioterapia, a radiofreqiéncia, o laser e
microondas. ( SAAD-HOSSNE, 2001).

A radiofrequéncia conquistou espaco como técnica de ablacdo. Seu
efeito provém da hipertermia, utilizando-se um aparelho de ondas variaveis
entre 300 a 500 khz, com poténcia entre 60 a 200W e uso de agulha/eletrodo
introduzida diretamente no tecido hepatico, que leva a necrose progressiva
local, monitorada por ultrassonografia. (BILCHIK et al., 1999; PEARSON et al.,

1999; CURLEY et al.,, 1999; GAZELLE et al., 2000; CURLEY et al., 2001;
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SHIBATA et al., 2002; LENCIONI et al., 2003; FELIBERTI et al., 2006; RATH et
al., 2008).

Assim como as metastases hepaticas, a disseminacao linfonodal das
neoplasias malignas entra como um dos principais fatores de progndstico e
recidiva das neoplasias, bem como a recorréncia local e o estadiamento. Os
tumores do trato gastrointestinal como os de pancreas e arvore biliar,
estbmago, es6fago e os tumores colorretais frequentemente apresentam
metastases linfonodais ao diagndstico. A caracterizacdo do acometimento
linfonodal € fundamental na programacéo terapéutica e, consequentemente,
nos resultados dos diversos tratamentos disponiveis. Nos tumores colorretais,
por exemplo, estima-se que um minimo de 12 linfonodos devem ser removidos
para exame anatomopatoldgico e adequada avaliacdo nodal em termos
oncologicos (BAXTER et al., 2005; CHANG et al.,, 2007; BILIMORIA et al.,
2008)

A resseccao linfonodal, em algumas situacdes, reveste-se de fatores
limitantes, tais como numero e localizacdo dos linfonodos comprometidos e
principalmente a aderéncia a 6rgaos e estruturas adjacentes. (BERGER et al.,
2005; PRINCIPE et al., 2006; MINAGAWA et al., 2006).

A principal modalidade terapéutica para tratamento dos linfonodos
metastaticos € indubitavelmente a resseccdo cirdrgica, que permite o
estadiamento da neoplasia primaria e a remocado de eventuais linfonodos
comprometidos. Desta forma é a Unica possibilidade de cura até o presente
momento. A resseccdo do maior numero possivel de linfonodos deve ser uma
meta a ser atingida e visa melhores resultados em cirurgia oncoldgica.

(OKUNO et al., 2007; KODERA et al., 2009; OVREBO et al, 2010).
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Em alguns pacientes, porém, esta exérese cirargica nao é possivel, seja
pelo fato dos linfonodos estarem aderidos a estruturas adjacentes e/ou devido
a sua localizacdo, que dificulta ou impossibilita a sua retirada. Para estes
pacientes a terapéutica fica limitada e compromete sobremaneira o
prognéstico. Nestas situacdes, conforme citado anteriormente, pode-se lancar
mao da quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante, bem como da radioterapia
ou da hormonioterapia, terapéuticas que podem transformar um tumor
localmente avancado, muitas vezes irressecavel, em um tumor ressecavel,
aumentando substancialmente os indices de sucesso. (TANVETYANON et al.,
2005; MELO & VIOLET, 2007; GILLEN et al., 2010 ).

Ao considerar tais dificuldades e caracteristicas da terapéutica das
metastases linfonodais, novas opcdes de tratamento necessitam ser
desenvolvidas. Para que estas novas opcdes terapéuticas tenham
aplicabilidade é de se esperar que tenham uma boa taxa de eficacia, um baixo
custo, pouca frequéncia de efeitos colaterais e que sejam de facil execucéo.

Com base em pesquisas anteriores desenvolvidas no Laboratério de
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina
de Botucatu, nas quais foram estudados os efeitos de diversas substancias
com acao histolitica, surgiu a idéia de avaliar o possivel efeito deste tipo de
solucdo em linfonodos (normais ou neoplasicos) em animais de
experimentacao.

A seguir sera sucintamente apresentada a linha de pesquisa iniciada na
dedada de 70 e ainda em desenvolvimento no Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, que permitira justificar e

entender a ideia do uso do acido acetil salicilico em linfonodos.
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Hossne, em 1972, apresentou a possibilidade do uso de “solucbes
esclerosantes” em cédes para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna,
uma vez que era preconizado o emprego da criocirurgia, que favorecia necrose
inicial e posterior fibrose, fator que poderia ser reproduzido com estas
solucbes. Algumas solugbes foram testadas inicialmente, porém com
resultados insatisfatorios: glicose hipertonica e oleato de monoetanolamina.

Em seguida foi testada uma solucéo “esclerosante” citada na literatura
cuja composicdo era o fenol, o acido acético glacial, glicerina e agua
bidestilada. (TALWAR & PANDE, 1966; SHIPMAN & AKILE, 1967; KALIDAS,
1967; MILROY, 1968; REDDINGTON, 1968; ANGEL, 1969). Foi estudada
no Laboratorio de Cirurgia Experimental a acdo desta droga no tecido
prostatico, verificou-se necrose tecidual e posterior fiorose (CAMARA, 1973;
CAMARA et al, 1976). A seguir, esta solucdo foi usada no tratamento local do
carcinossarcoma de Walker 256 implantado no figado de ratos e mostrou que
pode levar a destruicao do tecido neoplasico hepatico. (MACEDO et al., 1979)

Saad-Hossne estudou em 1992 os efeitos da solugdo sobre a serosa
peritoneal e figado de cobaias normais. Foram observados no tecido hepatico
necrose de coagulacdo e ao exame histopatolégico do peritbneo ndo foram
observadas alteracdes. (SAAD-HOSSNE, 1992)

Em 1997 foram pesquisados os efeitos da “solucdo esclerosante” no
tumor ascitico de Ehrlich, in vitro e in vivo, a fim de se saber se a mesma leva a
morte celular. Sua aplicabilidade seria na ascite neoplasica com finalidade
terapéutica. Os resultados mostraram in vitro a morte das células tumorais e in

vivo a reducdo destas células e aumento de células inflamatérias em
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suspensdo no liquido ascitico, uma resposta dose dependente (SAAD-
HOSSNE, 1997).

Com o intuito de identificacdo dos componentes e as concentracdes
menos toxicas desta solucdo, foi iniciado estudo de cada um dos compostos
isoladamente. O acido acético apresentou bons resultados in vitro.

Com vistas a reducao de riscos de toxicidade, iniciaram-se pesquisas in
vivo com o acido acético isoladamente. Alguns autores estudaram efeitos, dose
letal e grau de toxicidade em trabalhos experimentais (TAMAI et al.,1997;
IAMAMURA et al., 1997). Alguns autores mostraram os efeitos necrotizantes no
figado em humanos (OHNISHI et al., 1993; OHNISHI et al., 1994; IAMAMURA
et al., 1995; TAMAI et al., 1997).

A partir destes trabalhos, cogitou-se o uso de outra droga menos téxica,
amplamente utilizada em medicina, semelhante ao acido acético — o acido
acetilsalicilico - um éster do acido acético que contém o componente salicilico
de efeito sabidamente queratolitico.

Assim, em 2001, foi realizada tese de doutoramento, na qual foram
avaliados os efeitos da solucdo bicarbonatada de acido acetilsalicilico e da
solucéo aquosa de acido acético em figado de animais sadios e portadores de
tumor, usado como modelo in vitro as células em suspensao de carcinoma VX-
2 e in vivo células tumorais VX-2 implantadas em figado de coelhos ( SAAD-
HOSSNE, 2001 ).

Como resultado dessas analises feitas, chegou-se as seguintes

conclusoes:
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1. In vitro, a solucdo bicarbonatada de &cido acetilsalicilico e a solugéo
aguosa de acido acético causam morte (inviabilidade) das células
neoplasicas.

2. In vivo, nos animais sadios, ambas as solucdes, quando injetadas no
figado acarretam, apds 24 horas da injecdo, a destruicdo localizada
(necrose de coagulacéo); apds 14 dias as lesbes desaparecem ou séo
substituidas por discreto processo cicatricial (fibrose). Nos animais com
carcinoma VX-2 no figado, ambas as solu¢bes acarretam, apds 24
horas, necrose do tecido tumoral; decorridos sete dias as areas
destruidas se mostram livres de tecido tumoral, ocorre regeneracédo do

tecido hepatico em focos de fibrose e infiltrado inflamatério.

Estas conclusdes de natureza experimental, em especial os efeitos das
solucgdes in vivo por destruir tecido hepatico tumoral, embasaram a aplicacéo
clinica da solucdo bicarbonatada de &acido acetilsalicilico no tratamento de
metastases hepaticas irressecaveis em seres humanos, projeto aprovado pela
CONEP (parecer 946/2006), em fase inicial de implantagdo em nosso servico.

Em conformidade com esta linha de pesquisa e mediante resultados
anteriormente obtidos, foi iniciado o estudo dos efeitos histoliticos do &cido

acetilsalicilico apos injecao local em linfonodos de coelhos sadios.
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Analisar os efeitos das soluc¢des bicarbonatadas de acido acetil salicilico
a 10% e 20% em linfonodos de coelhos sadios, no intuito de responder os

seguintes questionamentos:

1. As solucdes teste causam destruicdo localizada dos linfonodos em
24 horas (efeito histolitico)?

2. Quais alteracdes histopatoldgicas sdo encontradas nos linfonodos, 7
dias apdés a injecdo das solucdes testes (fase mais tardia)? Ha
regeneracdo dos linfonodos avaliados em 7 dias em relacdo as

alteracOes histopatologicas encontradas em 24 horas?
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1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 20 linfonodos
retirados de 20 coelhos machos albinos com 14 a 18 semanas de vida,
pesando entre 3400 e 4000 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu.

2. AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

Estes animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu. Os animais foram
alimentados com racdo padrdo para coelhos, submetidos a jejum prévio de 6
horas antes dos procedimentos cirdrgicos, receberam agua a vontade,
permaneceram posteriormente em gaiolas metélicas (um animal em cada
gaiola), com periodo de luz artificial de 12 horas.

Foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos em sala de cirurgia do
Laboratorio de Cirurgia Experimental, em conformidade com as normas de

assepsia e antissepsia.

3. SOLUCOES TESTE

A droga utilizada foi o acido acetilsalicilico (com férmula empirica
C9H80O4 e formula estrutural apresentada na figura 1), manipulado em

capsulas de 500mg pela Farmacia Medicinal (Botucatu-SP). Foram preparadas




Método 32

solucdes bicarbonatadas de acido acetilsalicilico a 10% e 20% misturando-se,
respectivamente, 1g e 2g de AAS a 10 ml de bicarbonato de sédio a 10%.
Estas solucbes foram preparadas imediatamente antes do seu uso.

O volume utilizado destas solucfes foi de 0,5 ml, injetados diretamente

nos linfonodos.

O OH

Figura 1 : Férmula estrutural do &cido acetilsalicilico

4. GRUPOS EXPERIMENTAIS - DELINEAMENTO

Os animais foram aleatoriamente sorteados e divididos em 4 grupos

experimentais, denominados grupos A, B, C e D.
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Grupo A

Constituido de 5 coelhos que foram submetidos a laparotomia e injecéao
de solucdo bicarbonatada de acido acetilsalicilico a 10% em linfonodos
abdominais e, apods 24 horas, submetidos a nova laparotomia para resseccéo

destes linfonodos e posterior estudo histoldgico.

Grupo B

Constituido de 5 coelhos que foram submetidos a laparotomia e injecao
de solucédo bicarbonatada de acido acetilsalicilico a 20% em linfonodos
abdominais e, apos 24 horas, submetidos a nova laparotomia para resseccéo

destes linfonodos e posterior estudo histolégico.

Grupo C

Constituido de 5 coelhos que foram submetidos a laparotomia e injecéao
de solucédo bicarbonatada de acido acetilsalicilico a 10% em linfonodos
abdominais e, apdés 7 dias, submetidos a nova laparotomia para resseccéo

destes linfonodos e posterior estudo histologico.

Grupo D

Constituido de 5 coelhos que foram submetidos a laparotomia e injecéao
de solucédo bicarbonatada de acido acetilsalicilico a 20% em linfonodos
abdominais e, apdés 7 dias, submetidos a nova laparotomia para resseccao
destes linfonodos e posterior estudo histologico.

O delineamento experimental encontra-se esquematizado na figura 2.
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Grupo A
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
T s
AAS 10%
Grupo B
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
T s
AAS 20%
Grupo C
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
1 :
AAS 10%
Grupo D
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
S

1

AAS 20%

Figura 2: Delineamento experimental

DO: dia inicial do experimento no grupo — inje¢do da solucéo teste
D1: 24 horas ap06s injecao da solugao teste

D7: 7 dias ap6s injecdo da solucéo teste

AAS: &cido acetilsalicilico

S: sacrificio dos animais
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5. ETAPAS DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Etica animal

5.2 Anestesia dos animais

5.3 Laparotomia e injecdo das solucdes teste

5.4 Observacao clinica dos animais

5.5 Relaparotomia e coleta dos linfonodos para estudo
5.6 Sacrificio

5.7 Analise histoldgica dos linfonodos

5.1 Etica animal

Este protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal — CEEA da Faculdade de Medicina de Botucatu —

FMB/UNESP em 19/04/2007, parecer de nimero 599.

5.2 Anestesia dos animais

A anestesia dos coelhos foi realizada utilizando-se Cloridrato de
Cetamina a 10% na dose de 100mg/kg de peso — considerando o peso médio
dos animais de 3700g foram utilizados 370mg de Cetamina por coelho. Em
associacdo a Cetamina foi utilizado o Cloridrato de Xilazina a 2% na dose de
10mg/kg de peso, correspondendo a média de 37mg por animal. Os animais
foram considerados anestesiados quando apresentaram respiracdo regular,
superficial e flacidez da musculatura esquelética com desaparecimento dos

reflexos.
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5.3 Laparotomia e injecao das solugdes teste

Depois de atingido o plano anestésico foi efetuada a tricotomia da
parede abdominal, antissepsia com alcool iodado e posteriormente laparotomia
mediana supra-umbilical para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, com
injecdo da solucao teste.

A solucéo teste foi injetada em 1 linfonodo mesentérico por animal. Apés
injecdo da solucéo teste, os linfonodos foram “marcados” com um ponto de fio
de nylon na gordura adjacente para facilitar sua localizacdo na relaparotomia.

No término do procedimento cirargico foi feito fechamento da cavidade
abdominal com sutura continua, por planos anatémicos, com fio inabsorvivel

sintético (mononylon 3-0).

5.4 Observacao clinica dos animais

Os animais foram avaliados clinicamente por meio da verificagdo de
ingestdo alimentar e hidrica e da recuperacdo pos-cirurgia, bem como na

ocorréncia de 6bitos.

5.5 Relaparotomia e coleta dos linfonodos para estudo

A relaparotomia dos animais de cada grupo foi realizada com o uso das
drogas anestésicas descritas anteriormente e abertura por planos sobre a
incisdo prévia. Os linfonodos a serem estudados foram identificados adjacentes
aos pontos de nylon usados para marcacao, foram dissecados e ressecados e
posteriormente colocados em frascos individuais embebidos em formaldeido a

10%, para fixacdo pré-analise histoldgica.
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5.6 Sacrificio

O sacrificio foi executado com dose letal de anestésico injetada via
endovenosa, com o dobro da dose usual, conforme normas da CEEA —

Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal — UNESP.

5.7 Andlise histologica dos linfonodos

Os linfonodos que foram ressecados apoOs sacrificio dos animais e
mantidos em solucéo de formaldeido foram submetidos a estudo histolégico.

Os linfonodos foram processados a seguir no processador automatico
de tecidos (Modelo Leica TP 1020), emblocados em parafina em central de
incluséo ( Modelo Leica EG 1160), cortados no microtomo (Leica RM 2145), em
cortes 4y, aquecidos em estufa (Modelo Fanem — 02EB) a 60°C por 12 horas e
corados no colorador automatico (Leica Auto-Stainer XL) para hematoxilina-
eosina (HE.) por meio de montagem Permacet (Fisher) das laminas em
processador (Modelo Leica CU500).

A andlise das laminas foi feita com o uso de microscépio Optico de
campo claro, de maneira aleatéria e sem o conhecimento prévio do patologista

quanto ao protocolo correspondente ao linfonodo em estudo.
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1. OBSERVAGCAO CLINICA DOS ANIMAIS

Em todos os grupos (A, B, C e D) os animais apresentaram evolucao
clinica satisfatéria, com manutencdo da ingesta alimentar e hidrica apos
término dos efeitos das drogas anestésicas. Nao houve alteracao significativa

do peso dos animais e sem ocorréncia de oObito.

2. AVALIACAO MACROSCOPICA DA CAVIDADE ABDOMINAL

Nos 4 grupos avaliados (A, B, C e D) ndo foram encontradas alteragbes
macroscopicas importantes; apenas o surgimento de um discreto hematoma na
gordura mesentérica de alguns animais, ao redor dos linfonodos em estudo, no
local de passagem do ponto de nylon para demarcacao e localizacao posterior

nas relaparotomias.

3. AVALIACAO HISTOLOGICA DESCRITIVA

3.1- Grupo A

Neste grupo foi realizada a injecdo de solucéo bicarbonatada de acido
acetilsalisilico a10% nos linfonodos mesentéricos e o sacrificio e coleta dos
linfonodos apds 24 horas.

Foram utilizados 5 linfonodos para o estudo histologico, porém um deles
foi descartado pois verificou-se claramente ter havido inje¢cdo da solucéo teste
apenas no tecido gorduroso ao redor deste linfonodo.

O tamanho dos linfonodos variou conforme a tabela a seguir.
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Tabela 1: Tamanho em cm dos linfonodos do Grupo A

LINFONODO TAMANHO (cm)
1 15X0,3
2 1,0X0,5
3 1,1X0,4
4 1,2X0,5

As alteracdes histolégicas ou a presenca de determinados tipos de
células, em todos os grupos, foram graduadas pela patologista em cruzes,
sendo o minimo de uma cruz (+1) e 0 maximo de quatro cruzes (+4).

A necrose foi verificada em grande intensidade (+3/+4) nas regifes
corticais, paracorticais e medulares. Assim como a necrose, a hemorragia foi
localizada em todo o linfonodo, porém em menor intensidade (+2/+4).

Na figura 3 podemos ver os focos de necrose de coagulacdo e
hemorragia em linfonodo deste grupo.

Neste grupo também foram encontrados histiécitos e eosinéfilos, na
intensidade de (+1/+4), ao redor das areas de necrose.

Os seios medulares dos linfonodos do grupo A estavam alargados e o
namero de centros germinativos encontrados foi de 11 em todos eles.

A apoptose estava aumentada difusamente, ao redor da éarea de

necrose (figura 4).
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Figura 3 — Grupo A: focos de necrose de coagulagéo e hemorragia

Figura 4 — Grupo A: apoptose aumentada difusamente na periferia das areas

de necrose.
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3.2-Grupo B

No grupo B foi injetada nos linfonodos a solu¢éo bicarbonatada de acido
acetilsalicilico a 20% e o sacrificio e coleta dos linfonodos feitos apos 24 horas.
Foram estudados 5 linfonodos com tamanhos que variaram conforme a

tabela a seguir.

Tabela 2: Tamanho em cm dos linfonodos do Grupo B

LINFONODOS TAMANHO (cm)
6 0,5X0,5
7 0,9X0,5
8 1,7X1,2
9 1,0X0,6
10 1,1 X0,3

Foi verificada neste grupo a presencga de necrose, com intensidade de
+2/+4, nas regides medulares e corticais. A hemorragia foi constatada e variou
em intensidade de +1 a +2/+4.

Os histiécitos foram encontrados na intensidade de +2/+4.

Neste grupo os eosindfilos variaram em intensidade de +1 a +2/+4,
sendo bastante evidentes (Figura 5).

Os seios medulares do grupo B encontravam-se com areas de necrose.
O numero de centros germinativos variou de 18 a 28.

Neste grupo foi visualizada apoptose aumentada nos seios medulares e

nas regides corticais, ao redor das areas de necrose.
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Figura 5 - Grupo B com presenca de eosindfilos.

3.3-Grupo C

No grupo C foi injetada nos linfonodos a solucdo bicarbonatada de &cido
acetilsalicilico a 10% e o sacrificio foi em 7 dias.
Foram 5 os linfonodos avaliados, com o0s seus respectivos tamanhos

evidenciados na tabela 3.

Tabela 3: Tamanho em cm dos linfonodos do Grupo C

LINFONODOS TAMANHO (cm)
11 1,1X1,0
12 1,0X1,0
13 1,0X0,6
14 1,3X1,2

15 1,1X1,0
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No grupo C a necrose esteve desde ausente a presente, com
intensidade de +2/+4, nos seios medulares. Neste grupo a hemorragia foi
ausente.

Houve aumento de histiécitos com intensidade de +3/+4, ao redor das
areas de necrose.

Os eosinodfilos foram evidenciados, porém com intensidade de apenas
+1/+4.

Os seios medulares encontraram-se alargados na intensidade de +2/+4
(Figura 6).

Foram visualizadas células gigantes em 3 casos, com intensidade de
+3/+4.

A apoptose estava aumentada, com predominio em seios medulares,

mas também nos centros germinativos (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Grupo C: alargamento dos seios medulares com apoptose.

Figura 7 — Grupo C: centro germinativo com apoptose.
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3.4 —-Grupo D

Neste dltimo grupo foi injetada a solucdo de acido acetilsalicilico a 20%
com sacrificio e coleta dos linfonodos em 7 dias.
O numero de linfonodos avaliados foi de 5, com suas medidas

demonstradas na tabela 4.

Tabela 4. Tamanho em cm dos linfonodos do Grupo D

LINFONODOS TAMANHO (cm)
16 1,0X0,8
17 1,0X1,0
18 15X0,5
19 1,0X1,2
20 1,1X0,5

Houve neste grupo a diminuicdo da necrose, com variagdo de ausente
até presente, na intensidade de +1/+4, na regido medular e gordura
perilinfonodo. A hemorragia foi ausente (Figura 11).

Os histiocitos foram bastante evidentes, com variacao de intensidade de
+3 a +4/+4 ( Figuras 8 e 10).

Os eosindfilos passaram de ausentes a presentes, com intensidade de
+1/+4.

Assim como no grupo C, neste grupo também foram visualizadas as

células gigantes, com intensidadede +3/+4 ( Figura 9).
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A apoptose foi caracterizada como aumentada, principalmente nos seios

medulares e regides paracorticais, com aumento de vénulas pds-capilares. O

namero de centros germinativos foi de 6.

A seguir € apresentada tabela com um

histol6gicas encontradas nos diferentes grupos.

Tabela 5: Resumo dos achados histolégicos nos grupos.

resumo das alteracdes

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
NECROSE +++ ++ 0a++ Oa+
HEMORRAGIA ++ +a++ AUSENTE AUSENTE
HISTIOCITOS + ++ +++ +++ a ++++
EOSINOFILOS + +a++ + Oa+
AUMENTADA AUMENTADA AUMENTADA
APOPTOSE 'A[‘)LIJF'\SEA'\:ALQ?EA SEIOS MEDULARES SEIOS MEDULARES SEIOS MEDULARES
i E CORTICAL E CORTICAL E PARACORTICAL
CELLLAS AUSENTES AUSENTES ++ +++

GIGANTES
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Figura 8 — Grupo D: histidcitos com formacédo granulomatosa.

Figura 9 — Grupo D: células gigantes
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Figura 10 — Grupo D: lencois de histiécitos

Figura 11 — Grupo D: auséncia de necrose e hemorragia.
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A. DISCUSSAO DO METODO

1. Animal de experimentagéo

O coelho é amplamente utilizado como animal de experimentacdo ao
longo da historia da medicina experimental, seja em cirurgia, farmacologia ou
imunologia, com indiscutivel relevancia. A escolha deste deve-se, também, a
presenca de Biotério préprio, que nos permite facilidade na obtencdo e
uniformidade dos animais em relagcdo ao grau de nutrico, idade e linhagem. E
de facil manuseio e acesso a cavidade abdominal, com suas caracteristicas
anatémicas e biologicas bem conhecidas.

A utilizacdo de coelhos machos teve o0 objetivo de evitar possiveis

interferéncias relacionadas a prenhez e ciclo estral.

2. Solucdes teste

O etanol tem sido usado de longa data como solucéo de efeito histolitico
para destruicdo de tumores hepaticos, tanto primarios como secundarios, bem
como em tumores extra-hepaticos. Foi usado inicialmente por Sigiura et al
(1983) no tratamento do carcinoma hepatocelular, e posteriormente por
diversos estudiosos em tumores hepaticos metastaticos, tumores de
paratiredide, tumores ou cistos renais e metastases em adrenal (SAAD-
HOSSNE, 2001). A sua aplicacdo é feita por meio de puncdo guiada por

ultrassonografia ou tomografia computadorizada e seu efeito € proveniente do
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processo necrético localizado no tecido infiltrado, sendo um importante método
de ablacao.

Camara, em 1973, utilizou juntamente com colaboradores uma solucéao
“esclerosante”, empregada no inicio do século por Sir James Robert, no
tratamento da hiperplasia prostatica benigna. Verificou; apos a injecdo da
solucdo composta por fenol, acido acético, glicerina e agua bidestilada; a
ocorréncia de necrose seguida de fibrose do tecido prostatico em cées.

Macedo e colaboradores estudaram os efeitos desta solucdo em
metastases hepaticas (tumor de Walker), e os resultados sugeriram que
poderia ocorrer destruicdo do tecido infiltrado (MACEDO et al.,1979).

Saad-Hossne em 1997 utilizou esta mesma solugcdo “esclerosante” no
tratamento do tumor ascitico de Ehrlich. Foi verificado que in vitro houve
destruicdo das células tumorais e in vivo houve reducdo de células tumorais e
elevacdo de células inflamatdrias. Neste trabalho houve alto indice de o6bitos
dos animais em estudo provavelmente devido a toxicidade das drogas usadas.

A partir destes trabalhos anteriores Saad-Hossne em 2001 iniciou
estudo do acido acético isoladamente em figado de coelhos sadios e
portadores de tumor VX2. Em estudo piloto verificou que o acido acético
injetado diretamente no figado tem efeito destrutivo. Apos andlise de alguns
poucos trabalhos citados na literatura (OHNISHI et al. 1993, 1994, 1996 e
1998) com o &acido acético em diferentes concentragdes em pacientes com
carcinoma hepatocelular, e outros mostrando bons resultados terapéuticos
desta droga (SOLBIATI, 1998; TORZILLI et al., 1999; LIANG et al., 2000;
HUSSAIN et al., 2001) Saad-Hossne usou 0 acido acético em concentragcao de

5% em seu trabalho experimental. Neste momento foi pensado em se usar
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outra droga semelhante ao acido acético, de largo uso clinico e que pudesse
ter efeitos semelhantes. Surgiu, entdo, a idéia do uso do acido acetilsalicilico,
visto que seu componente acetil tem efeito litico (pela observacdo dos efeitos
do &cido acético) e o componente salicilico tem efeito citolitico (acido salicilico
e os salicilatos sdo usados tradicionalmente em aplicacBes externas como
citoliticos). Foi utilizado o acido acetilsalicilico a 5% em figado de coelhos
sadios e portadores de tumor VX2.

Os resultados deste trabalho mostraram que tanto o acido acético como
o acido acetilsalicilico acarretaram necrose do tecido hepatico tumoral apos 24
horas da injecdo das solucdes, bem como apds decorridos 7 dias as areas
destruidas se mostraram livres de tecido tumoral, com regeneracédo do tecido
hepatico em focos de fibrose e infiltrado inflamatario.

O inicio da historia do acido acetilsalicilico vem do século V a.c., quando
HipoOcrates descreveu que o pdé acido da casca do salgueiro (que contém
salicilatos) apresentou efeitos analgésicos e antipiréticos. Esta droga também é
mencionada em textos de civilizacbes antigas do Oriente Médio, Suméria, Egito
e Assiria.

Em 1763 o reverendo Edmund Stone, de Oxford no Reino Unido,
redescobriu as propriedades antipiréticas da casca do salgueiro e as descreveu
cientificamente.

O principio ativo da casca, o acido salicilico, foi isolado em sua forma
cristalina em 1828 pelo farmacéutico francés Henri Leroux e Raffaele Piria,
quimico italiano.

Em 1897 Felix Hoffman, farmacéutico aleméo, conjugou quimicamente o

acido salicilico com acetato, criando o acido acetilsalicilico (Aspirina), e
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descobriram ser este menos toxico. Esta foi a primeira criacdo da inddstria
farmacéutica.

Apenas em 1971, John Vane demonstrou o mecanismo de acdo do
acido acetilsalicilico em Londres (VANE, 1971). Descobriu que o principal
mecanismo de acdo dos anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) esté ligado a
capacidade destas substancias inibirem as prostaglandinas ao bloquear o sitio
ativo da cicloxigenase (enzima catalisadora do processo bioquimico da sintese
de prostaglandinas). Este fato pode explicar as acdes terapéuticas dos AINEs
ao impedir a formacdo de prostaglandinas, principalmente a PGE2, que é
importante mediador das doencas inflamatorias.

Além das indicacdes classicas, como analgésico e antipirético, a partir
de 1980 o Federal Drug Administration (FDA) aprovou o uso da Aspirina na
prevencdo de reincidéncias do infarto agudo do miocéridio e acidentes
vasculares encefalicos.

Em 1999, a Sociedade Americana de Cancer relatou risco 50% menor
de morte por cancer de coélon em individuos com uso cronico de Aspirina
(BLANCO, 1999).

Frente aos estudos e constatacdes dos efeitos terapéuticos do acido
acetilsalicilico, o mesmo tornou-se a medicacdo mais consumida e conhecida
do mundo; o que nos reforcou a idéia de ampliar o seu estudo em linfonodos,
visando o tratamento local de linfonodos acometidos por tumor metastatico.

Foi utiizado em nossa pesquisa 0 acido acetilsalicilico em
concentracdes de 10% e 20%, solucdes preparadas através da diluicdo desta
substancia em p6 em bicarbonato de sédio a 10%, um produto amplamente

usado em clinica. A diluicdo do éacido acetilsaliciico em agua é bastante
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dificultosa o que nos levou ao uso do bicarbonato como diluente, pois 0s meios
alcalinos facilitam bastante sua diluicdo. Em projeto piloto verificou-se que o
bicarbonato de sédio apresentava apenas discreto efeito citolitico em células

tumorais em suspensao (SAAD-HOSSNE, 2001).

3. Momentos de estudo

Os momentos de estudo foram estabelecidos com base nos trabalhos
realizados previamente, de acordo com a linha de pesquisa em andamento
para estudo das alteracdes histopatologicas relacionadas com o0s tumores
experimentais.

Nos grupos A e B, com injecdo de acido acetilsalicilico a 10% e 20%,
respectivamente, o periodo de 24 horas foi determinado para estudo das
alteracOes agudas causadas pelas solu¢cdes nos linfonodos.

Quanto aos grupos C e D, nos quais foi injetado acido acetilsalicilico a
10% e 20%, respectivamente, a coleta dos linfonodos para estudo histologico
foi realizada apés 7 dias da injecdo das solucbes, para determinar as

alteracOes causadas pelas mesmas em uma fase mais tardia.
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B. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

1. Caracteristicas de um linfonodo normal

Os linfonodos séo 6rgaos encapsulados de tecido linféide presentes em
varias partes do corpo, seguindo o trajeto de vasos linfaticos, estando
principalmente nas axilas, virilha, regiao cervical e em grande quantidade no
torax e abdome, sendo neste Ultimo mais presente no mesentério.
Apresentam-se com a forma de rim ou feijdo, com um lado convexo e um lado
cbncavo, o hilo, por onde entram as artérias nutridoras e saem as veias. Seu
tamanho é bastante variavel de 1 mm até 2 cm.

A linfa circula pelos linfonodos de maneira unidirecional, entrando pela
parte convexa através de vasos aferentes e saindo pelo linfatico do hilo, o vaso
eferente.

O linfonodo é envolto pela capsula de tecido conjuntivo que atraves de
trabéculas divide seu interior em compartimentos.

O parénquima é composto pela regido cortical, que esta abaixo da
capsula, ausente apenas no hilo e pela regido medular que esta no centro do
linfonodo e no hilo. Entre o parénquima e a regido medular esta a regiao
cortical profunda ou paracortical.

Na regido cortical superficial estdo os seios subcapsulares, formados por
tecido linféide frouxo, e os ndédulos linfaticos ou foliculos linfaticos, que sao
condensacOes esféricas de linfocitos. Os nodulos linfaticos primarios séo
constituidos por linfécitos B em “repouso”. Através de estimulos antigénicos

surgem os nodulos linfaticos secundarios, com deslocamento das células do
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foliculo primario para a sua periferia. A porcao central do nodulo linfatico
secundario constitui 0 centro germinativo, que apresenta uma parte mais
escura com os centroblastos e uma parte mais clara, constituida principalmente
por centrdcitos. As células mais encontradas na regido cortical superficial sdo
os linfocitos B, também séo presentes alguns plasmacitos, macréfagos, células
reticulares e células foliculares dendriticas. As células dendriticas retém
antigenos em sua superficie e permitem que estes sejam avaliados pelos
linfécitos B.

A regido cortical profunda ou paracortical ndo é constituida por nodulos
linfaticos e ha o predominio nesta regidao de linfocitos T, células reticulares e
alguns plasmacitos e macrofagos.

A regido medular é formada pelos corddes medulares constituidos
principalmente por linfécitos B e também por fibras e células reticulares e
macrofagos. Os plasmécitos geralmente sdo mais freqientes na medular do
gue na cortical. Os seios medulares separam os corddes medulares, tendo um
aspecto de esponja, sendo responsaveis por receber a linfa que vem da cortical
e, através de comunicacdo aos vasos linfaticos eferentes, encaminha-la para
fora dos linfonodos. O espaco irregular dos seios € penetrado por
prolongamentos das células reticulares e dos macréfagos (JUNQUEIRA &

CARNEIRO, 2008; SOARES et al., 2006).
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PERIFERIA MAIS
DENSA

SEPTO
VASOS AFERENTES NODULO LINFATICO
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) Seio subcapsular
Zona Paracortical

Figura 12: Representacdo esquematica da anatomia do linfonodo normal.

2. Necrose

A necrose é um tipo de morte celular na qual as células sofrem um insulto,
que pode ser uma isquemia, hipoxia, hipertermia, irradiacdo e a presenca de
metabdlitos toxicos. Apds o insulto celular, algumas das principais alteracdes
morfolégicas que ocorrem com a necrose incluem o aumento do volume
celular, causado por alteragbes da funcdo mitocondrial, com drastica
diminuicdo da producéo de ATP, interferindo na funcdo da bomba de Na'/K* e
levando ao aumento do Na" citosélico (ANAZETTI & MELO., 2007); formag&ao
de vacuolos citoplasmaticos, distensdo dos reticulos endoplasmaticos,
formagcdo de bolhas citoplasmaticas, condensagdo, aumento do volume ou

ruptura de mitocondrias, desagregagao de ribossomos, ruptura de membrana
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de organelas, aumento do volume e ruptura de lisossomos e a ruptura da
membrana celular (ELMORE, 2007).

Em sequéncia ao processo de ruptura celular, ocorre liberagcdo dos
constituintes celulares para o0 meio extracelular, estimulando a resposta
inflamatoria local e consequentemente a leséo tecidual (PAROLIN & REASON,
2001; GRIVICICH et al., 2007).

A necrose € considerada um processo téxico, na qual a célula € uma vitima

passiva, independente do consumo de energia (ELMORE, 2007).

3. Apoptose

O termo apoptose foi usado pela primeira vez em um trabalho classico de
Kerr, Wyllie e Currie em 1972 para descrever a morte celular programada, uma
forma fisiologicamente distinta de morte celular (KERR et al., 1972).

A apoptose é um processo ativo, que requer reservas de ATP, com
autodigestdo controlada dos constituintes celulares, por meio da ativacdo de
proteases enddgenas (caspases). E um dos mecanismos para manutencéo da
homeostasia tecidual nos organismos multicelulares (GRIVICICH et al., 2007).

A deflagracédo da apoptose pode ser iniciada por estimulos externos atraves
de receptores de superficie chamados receptores de morte ou por estimulos
internos causadores de estresse intracelular, como lesdo no DNA (via gene
p53), alteracdes nas vias metabdlicas (aumento do calcio intracelular, reducao
do pH, estresse oxidativo), drogas, toxinas ou privacdo de fatores de
crescimento. Essas vias levam a ativacdo das caspases e de toda a cascata

bioquimica da apoptose (PAROLIN & REASON, 2001; GRIVICICH et al, 2007).
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A apoptose € um fenémeno rapido, caracterizado pela retracdo da célula
com perda de aderéncia com a matriz celular e células vizinhas. As organelas
celulares geralmente preservam sua morfologia inalterada, com excecao das
mitocdndrias, que em alguns casos apresentam ruptura de suas membranas
externas. Ocorrem alteracdes caracteristicas no nucleo celular, que se mantém
intacto, com condensacdo da cromatina. A membrana celular passa a formar
prolongamentos (blebs) e o nucleo se fragmenta. Os prolongamentos da
membrana celular aumentam de nimero e tamanho e se rompem, originando
estruturas com o conteudo celular, chamados corpos apoptoticos. Estes corpos
apoptoticos sdo fagocitados por macrofagos sem causar um pProcesso
inflamatorio (GRIVICICH et al, 2007).

Apesar da diversidade de tipos de cancer, € conhecida a importancia da
apoptose na tumorigénese, sendo a expansdo de células transformadas
dependente da incapacidade crescente destas células morrerem por apoptose,
uma caracteristica marcante dos tumores malignos.

O conhecimento das vias apoptoticas tem grande aplicabilidade clinica no
campo da medicina e da farmacologia, seja no desenvolvimento de novas
drogas que induzam a apoptose, como estratégia terapéutica, seja na
compreensao dos mecanismos de resisténcia a radioterapia e quimioterapia
(GRIVICICH et al, 2007; ELMORE, 2007). As pesquisas relacionadas a
apoptose séo de grande valia na aplicacao pratica das descobertas as doencas
relacionadas a perda do equilibrio homeostético das células de um tecido, tais

como o cancer e as doencas neurovegetativas (ANAZETTI et al., 2007).




Discussao 61

4. Discusséo dos resultados histolégicos

4.1 Resultados histolégicos nos grupos Ae B

Como ndo foram encontradas diferencas significativas nas avaliacdes
histolégicas entre os grupos A e B ambos foram agrupados para discussao
conjunta.

Nestes grupos foi evidente o efeito necrotizante da solucdo
bicarbonatada de &cido acetilsalicilico, pela presenca de necrose, encontrada
em todos os linfonodos. OHNISHI et al. (1994) encontraram estas mesmas
caracteristicas de lesdo usando o acido acético e SAAD-HOSSNE (2001)
também observou necrose coagulativa no figado de coelhos apds injecao de
acido acético e acido acetilsalicilico. Em um padrdao comum de morte celular
resultante da perda de oxigénio as ceélulas necroticas exibem um aumento da
eosinofilia, no grupo B houve aumento importante de eosindfilos, caracteristico
do processo necrético e resposta inflamatoria de fase aguda. Isso ocorre
devido ao aumento da ligacdo da eosina as proteinas citoplasmaticas
desnaturadas e, também, a perda da basofilia usualmente conferida pelo acido
ribonucléico (RNA) no citoplasma (KUMAR et al., 2008).

Foi verificado alargamento dos seios medulares, demonstrando aumento
progressivo da atividade de macréfagos e resposta celular inflamatoria.

Nestes grupos, no qual foram avaliadas as respostas agudas ao
estimulo antigénico, foi demonstrado aumento de centros germinativos, mais
intenso no grupo B. Este é um achado caracteristico da hiperplasia folicular,

com 0s centros germinativos constituindo o local de transformacdo e
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multiplicacdo dos linfécitos que reagem a estimulacdo antigénica. Os centros
germinativos reacionais sdo formados por uma mistura de células, como os
centroblastos, centrdcitos, células dendriticas foliculares, pequenos linfécitos T
CD4+/ CD57+ e macréfagos, bem como os linfécitos B em maturacéo
(SOARES et al., 2006).

O evento considerado como de grande importancia neste estudo
experimental foi o aumento da apoptose. Nos grupos A e B, o0 aumento da
apoptose ocorreu em todo o linfonodo. Esta avaliacdo foi subjetiva e realizada
pela mesma patologista. Como descrito anteriormente, a inducdo a apoptose
pode ter sido levada por danos ao DNA, seja por lesdo direta ou por producao
de radicais livres, por lesdo mitocondrial e também por aumento do influxo
celular de calcio (ATP dependente) com ativacdo das caspases. A apoptose
ocorre em diversas situacfes e tem a funcéo de eliminar células prejudiciais e
células cuja sobrevivéncia ndo tem mais utilidade. Pode ser considerada
também uma situacdo patoldgica quando as células sofrem lesdo além da
capacidade de reparo, principalmente quando o DNA ou as proteinas das
células sédo afetados, momento em que a célula lesada € eliminada. (KUMAR et

al., 2008).

4.2 Resultados histolégicos nos grupos Ce D

Nos grupos C e D, cujos efeitos da solugdo bicarbonatada de é&cido
acetilsalicilico foram avaliados em 7 dias e observadas as alteracdes
compativeis com processos inflamatorios mais tardios, sem diferencas

significantes entre ambos.
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Houve diminuicdo importante da necrose, com processo regenerativo,
porém sem a presenca de fibrose.

Assim como nos grupos A e B houve aumento da apoptose,
principalmente nos seios medulares, cujos locais sdo de maior concentracao
de macroéfagos.

Como consequéncia da elevacdo da apoptose, o numero de histiocitos
também se encontrou elevado. Os histiocitos sinusais sdo macrofagos
presentes no baco e linfonodos. Os macrofagos sao as células dominantes na
inflamacéo croénica, responsaveis pelo processo de fagocitose e retirada de
células mortas (KUMAR et al., 2008).

Ainda compativeis com fases mais tardias do processo inflamatorio,
nestes dois grupos a hemorragia e os eosindfilos foram ausentes.

Por fim foi visualizado aumento de células gigantes, com os agregados
de macrofagos epitelidides circundados por um colar de linfécitos, os quais

caracterizam um processo inflamatorio crénico do tipo corpo estranho.
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Com base no método empregado e no modelo experimental utilizado,

com vista ao objetivo estabelecido, chegamos as seguintes conclusdes:

1) Nos grupos avaliados em 24 horas as solucdes bicarbonatadas de acido
acetilsalicilico a 10% e 20% causam necrose do tecido linfonodal (efeito

histolitico) e aumento da apoptose.

2) Em uma avaliacdo mais tardia, em 7 dias, houve regeneracdo do tecido
linfonodal, com reducé&o intensa de necrose tecidual e aumento importante da

apoptose constatado.

As conclusdes obtidas por meio da avaliacdo experimental do uso da
solucdo bicarbonatada de &cido acetilsalicilico em linfonodos embasam
eventual aplicacdo clinica no tratamento de metastases linfonodais, uma vez
que a apoptose aumentada evidente neste estudo € um dos pilares do

tratamento de muitas drogas antineoplasicas atualmente em uso.
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BATISTA, R. P. Efeitos histoliticos do acido acetilsalicilico a 10% e 20% em
linfonodos. Estudo experimental em coelhos. Botucatu, 2010, 84p. Dissertacao
(Mestrado em Cirurgia) — Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

A alta incidéncia mundial do cancer o coloca como um grande problema de
saude publica, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento.
Suas particularidades, no que tange a malignidade, geram grandes problemas
sociais e psicologicos nos individuos acometidos. O cancer é responsavel por
mais de 6 milhdes de 6bitos por ano, chegando a 12% de todas as causas no
mundo. Grande nimero de pacientes ja apresenta metastases a distancia e em
linfonodos adjacentes ao tumor no diagndstico inicial. Assim como as
metastases hepaticas, a disseminacdo linfonodal das neoplasias malignas
entra como um dos principais fatores de progndstico e recidiva das neoplasias.
A resseccdo cirurgica linfonodal é considerada a principal modalidade
terapéutica curativa, porém, em algumas situagcfes, reveste-se de fatores
limitantes, tais como namero e localizagdo dos linfonodos comprometidos e
principalmente a aderéncia a 6rgaos e estruturas adjacentes. Ao considerar tais
dificuldades e caracteristicas da terapéutica das metastases linfonodais, novas
opcOes de tratamento necessitam ser desenvolvidas. Para que estas novas
opcOes terapéuticas tenham aplicabilidade é de se esperar que tenham uma
boa taxa de eficacia, um baixo custo, pouca freqiéncia de efeitos colaterais e
que sejam de facil execucdo. Neste sentido, seguindo a linha de pesquisa do
Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu-
FMB/UNESP surgiu a ideia de avaliacdo dos efeitos do &cido acetilsalicilico em
linfonodos normais em animais de experimentacdo para posterior
embasamento e uso em linfonodos acometidos por tumor. No presente trabalho
foram utilizadas as soluc¢des bicarbonatadas de &cido acetilsalicilico a 10% e
20% injetadas em linfonodos mesentéricos de coelhos sadios, sendo seus
efeitos avaliados em 24 horas e também em 7 dias. Nos grupos avaliados em
24 horas foi verificada intensa necrose e hemorragia, aumento importante da
apoptose em todo o linfonodo, com alargamento dos seios medulares e
aumento dos centros germinativos. Nos grupos avaliados em 7 dias da injec&o
das solu¢des houve também aumento da apoptose, com maior elevacdo de
histiécitos e diminuicdo importante da necrose; foi ausente a hemorragia e foi
visualizado aumento de células gigantes, conferindo processo inflamatorio
cronico do tipo corpo estranho. As conclusbes de natureza experimental
embasam eventual aplicacdo clinica das solugcbes bicarbonatadas de acido
acetilsalicilico no tratamento de metastases linfonodais, uma vez que o
aumento da apoptose encontrado € um dos pilares dos tratamentos
antineoplasicos.

Palavras-chave: acido acetilsalicilico, linfonodo, metastase, tratamento.
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The high incidence of cancer worldwide poses as a great public health problem
both in developed and developing countries. Its peculiarities with respect to
malignancy generate great social and psychological problems for affected
individuals. Cancer is responsible for more than six million deaths per year
reaching 12% of all causes in the world. A large number of patients already
have distant metastases in lymph nodes adjacent to the tumor at initial
diagnosis. As well as liver metastases, the lymph node spread of malignant
neoplasm comes in as one of the major factors of prognostic and recurrence of
neoplasm. The lymph node resection surgery is considered the main type of
treatment for cure but in some situations it presents limiting factors such as
number and location of lymph nodes involved and especially the adherence to
adjacent organs and structures. Considering such difficulties and therapeutic
characteristics of lymph node metastases, new treatment options need to be
developed. In order to have applicability it's expected that these new treatment
options have effectiveness, low cost, low frequency of side effects and they
should be easily executed. Following the line of research at the Laboratory of
Experimental Surgery of Botucatu School of Medicine FMB / UNESP, it came
up the idea of evaluating the effects of aspirin in normal lymph nodes in
experimental animals on a trial basis for later use in lymph nodes affected by
tumor. The present work used bicarbonate acetylsalicylic acid solution at 10%
and 20% injected into lymph nodes of healthy rabbits and had its effects
evaluated at 24 hours and at 7 days. In the groups evaluated at 24 hours it was
observed extensive necrosis and hemorrhage, a significant increase in
apoptosis throughout the lymph node with medullary sinuses enlargement and
an increase in germinal centers. In the groups evaluated at 7 days of solution
injection there was also an increase in apoptosis with higher elevation of
histiocytes and a significant decrease of necrosis; there was no bleeding and an
increase of giant cells was noticed causing a foreign body chronic inflammation.
The findings of experimental character underlie eventual clinical application of
bicarbonate acetylsalicylic acid solutions in the treatment of lymph node
metastases, since the increase in apoptosis found is one of the pillars in cancer
treatment.

Keywords: acetylsalicylic acid, lymph nodes, metastases, treatment




