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RESUMO

O Refluxo duodeno-gdstrico tem sido implicado como potencial carcindgeno para o
estdmago e esdfago e € um dos fatores que podem explicar o desenvolvimento de
cancer no coto gastrico. Modelos experimentais de carcinogénese no estomago
ressecado ou nas gastﬁojejunoanastomoses estdo bem definidos. Os objetivos deste.
estudo foram desenvolver um modelo experimental de carcinogé€nese gastrica através
de piloroplastia de Finney, avaliar a influéncia da ingesta de nitrito de s6dio nesse
modelo e analisar as concentracdes de dcidos biliares e o valor do pH géstrico. Foram
operados 110 ratos Wistar divididos em quatro grupos: grupo I (15 ratos) submetidos
a laparotomia (Sham’s operation); grupo II (15 ratos) submetidos a laparotomia
(Sham’s operation) € a 'mgestai de nitrito de sodio na dgua de beber; grupo III (40
ratos) submetidos a piloroplastia de Finney; grupo IV (40 ratos) submetidos a
piloroplastia de Finney e a ingesta de nitrito de sédio na dgua de beber. Apds 50
semanas da cirurgia, os ratos foram sacrificados, coletadas amostras de suco géstrico
para analise do pH , dosagem dos 4cidos biliares, e realizada andlise histoldgica.A
mortalidade pds-operatdria imediata foi de 9% e, ao longo do experimento, 10 ratos
morreram. O grupo controle (I)(14 ratos) ndo apresentou lesdes gdstricas; 0 grupo
controle com nitrito de sodio (II) desenvolveu papilomas no pré-estdbmago em
16.6%(2/12) dos ratos; os grupos operados com piloroplastia apresentaram adenomas
em 10,3%(3/29) dos ratos no grupo III e 14,2%(5/35) dos ratos no grupo IV, e

adenocarcinoma em 55,1%(16/29) dos ratos, no grupo III e 14,2%(5/35) dos ratos,
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no grupo IV. A implantagdo de gladndulas para dentro da submucosa € muscular, na
zona de anastomose (implantagdo mucosa), ndo foi critério suficiente para decidir
sobre a malignidade das lesdes, sendo necessdria a presenca simultdnea de atipias
celulares. A concentracdo de 4cidos biliares do suco géstrico foi maior nos grupos III
e IV. A medida do pH gistrico nao foi diferente nos grupos estudados. Conclui-se
que:1) a piloroplastia de Finney é um modelo experimental adequado de
carcinogénese gdstrica; 2) esta cirurgia induziu refluxo duodenogastrico; 3) o refluxo
duodenogastrico atuou como carcinégeno para o estdmago dos ratos; 4) nao houve -
relagdo entre o pH géstxlico e o desenvolvimento de carcinoma ; 5) o nitrito de sédio

ndo atuou como carcinégeno para o estdmago dos ratos.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O céncer gastrico ¢ um dos problemas mais importantes de satide piblica em
todo o mundo, sendo 0o segundo cincer mais comum , atrds apenas do cincer de
pulmdo, com 755000 novos casos estimados por ano (PARKIN et al.,1992) . E
uma doenga com alta taxa de mortalidade, com uma sobrevida em cinco énos , em
geral menor do que 20%. Poucas neoplasias mostram uma variagdo tdo grande, na
incidéncia, como o cincer de estdmago; mesmo em um s pais os seus indices
podem variar significativamente (NEUGUT, HAYEK, HOWE,1996). No periodo
1981-86, existia uma diferenca maior do que seis vezes na mortalidade, indo de
39.2 por 100000 homens no Japdo, a 5.7 por 100000 nos Estados Unidos da

América (FORMAN,1991).

Os paises com maior incidéncia incluem o Japdo, a maior parte da América
Central e América do Sul, e outros paises do sudeste asidtico, com baixos indices
nos EUA, Canadd e paises de origem Britdnica e com indices intermedidrios na
maioria dos paises da Europa (PARKIN et al.,1992). Na América do Sul, os paises
com maior incidéncia sdo o Chile e a Coldmbia (COLEMAN et al.,1993). No
Brasil, dados do Ministério da Satde revelam que o céncer de estdmago tem a

segunda maior taxa bruta de mortalidade nos homens, atrds do cancer de pulmado,



e a terceira nas mulheres, atrds do cdncer de mama e de colo de utero (BRASIL,
1999). Em 1997 ocorreram 10643 dbitos por neoplasia maligna de estdmago no

nosso Pais (BRASIL).

Uma das razbes do grande interesse dos epidemiologistas pelo céincer
gdstrico é a mudanga na incidéncia ocorrida nos dltimos sessenta anos. Em 1930,
esta patologia era a primeira causa de morte por ciancer nos EUA e hoje € a oitava
(MENK et al., 1995). Em 1950, a neop}asia maligna de estbmago era a causa mais
comum de morte por cincer na velhice (65-84 anos) em ambos os sexos . Nos
paises do norte e oeste da Europa, uma queda na incidéncia, da ordem de 50 a
70%, foi observada, primeiro, nas mulheres €, por volta de 1960, também nos
homens . Nos paises do sul e leste Europeu, essa queda iniciou entre 1960 e 1970;
substancial declinio em ambos os sexos também foi observado na Austrdlia e Nova
Zeldndia e, no final dos anos sessenta e meados de 1970, no Japdo e América do

Sul (LEVI et al.,1996).

Segundo a Sociedade Americana do Céncer e o Colégio Americano de
Cirurgides, a incidéncia e mortalidade do cancer gdstrico se mantém em um platd
desde a década de oitenta (MENCK et al., 1995). COLEMAN et al.(1993) relatam
que existe uma desaceleracio no ritmo do declinio na incidéncia de céncer
gastrico em todo mundo. LOCKE et al. (1995) estudando a incidéncia de
adenocarcinoma gdstrico em residentes de Olmsted County, Minnesota (EUA) no
periodo de 1941-1990 observaram que a diminui¢do da mesma ocorreu quase que
exclusivamente devido a diminui¢cdo de incidéncia dos tumores localizados no

estdbmago distal. Apesar disto, os cinceres de estdmago distal apresentaram



incidéncia igual ao adenocarcinoma de estdmago proximal (cardia. jungdo

esofagogdstrica e fundo), em torno de 5 casos /100000 pessoas ano.

Os fatores responsdveis por essas grandes diferencgas e importantes alteracoes
na epidemiologia do cancer gdstrico, no dltimo século, ndo estdo esclarecidos, mas
dados relacionados com a dieta podem ter um papel importante. A mudanca na
distribui¢do anatémica dos subtipos pode refletir a existéncia de fatores de risco
ainda ndo definidos (NEUGUT,HAYEK,HOWE,1996). O declinio “espontdneo”
na incidéncia do adenocarcinoma gdstrico, observado em varios paises. pode ser
estendido para populagdes de alto risco, aplicando-se estratégias de prevencdo
primdria e secunddria, baseadas no progresso feito ao elucidarmos a carcinogénese

gastrica (CORREA, 1992).

O carcinoma gdstrico é caracterizado por dois padrdes histopatolégicos que
diferem drasticamente, nas caracteristicas fenotipicas, dos estdgios precursores. O
padrdo mais comum em populagdes de alto risco € o tipo intestinal, no qual as
células malignas sdo unidas umas as outras, formando estruturas glandulares que
lembram as glindulas do trato gastrointestinal. A maioria dos fatores etioldgicos
sdo de natureza ambiental relacionados a dieta e/ou infec¢bes. O tipo intestinal é
precedido por uma longa cadeia de alteragdes identificdveis: gastrite cronica,
atrofia, metaplasia intestinal, displasia, carcinoma “in situ” e adenocarcinoma. Em
populagdes de baixo risco, o segundo tipo histolégico, chamado difuso. €
relativamente mais freqiiente. Neste tipo as células neopldsicas sido independentes
umas das outras ¢ invadem o estdmago sem formar nenhuma estrutura bem

definida. Nenhuma lesdo pré-maligna foi identificada, ainda, neste tipo e os fatores



ambientais parecem ser menos importantes do que as influéncias genéticas

(LAUREN, 1965; CORREA & SHIAOQ, 1994).

1.2 FATORES DE RISCO

1.2.1 DIETA

Uma hipétese que tem recebido considerdvel atengdo € a de que compostos
N-nitrosos estejam envolvidos na carcin;génese gdstrica (CORREA et al.,1975;
MIRVISH,1983). Esta hipétese € sustentada por estudos experimentais em animais
e estudos epidemioldgicos, nos quais foram encontradas associagbes positivas com
o consumo de alimentos preservados, defumados, curados e salgados (KONO &
HIROHATA,1996) e associagOes negativas com dietas ricas em frutas e vegetais
frescos que sdo ricos em carotendides e antioxidantes como vitamina C (KAAKS
et al.,1998). Em estudo experimental ja foi demonstrado que o ascorbato inibe a
formacdo de compostos nitrosos, diminuindo a indugdo de tumores (MIRVISH et
al.,1972), e em estudo epidemioldgico, que a dieta rica em ascorbato reduz o risco
de cincer gdstrico (LA VECCHIA et al.,1994). A formagdo endégena de
compostos N-nitrosos pode ocorrer no estdbmago quando ambos, uma amina ou
amida e um agente nitrosante, COMO O nitrito, nitrato ou éxidos de nitrogénio,
estejam presentes ¢ € bloqueada pelos agentes antioxidantes (BARSTCH et al.,
1989). O nitrito presente no estdbmago pode se originar da dieta (20%), a partir da
redu¢do de nitratos pelas bactérias da cavidade oral e bactérias presentes no

estomago (80%). O suco gdstrico contém muitos compostos de nitrogénio



derivados dos alimentos, aminas primdrias, secunddrias ou tercidrias, 4cidos
biliares, guanidinas, uréias, que podem ser potenciais formadores de compostos

nitrosados (KYRTOPOULOS,1989).

A formacido endégena de compostos nitrosos também pode ocorrer em sitios
de infecgdo e inflamagdo, através de bactérias, macréfagos ativados e outros tipos
de células mediada pela enzima sintetase do 6xido nitrico (BARTSCH &
FRANK,1996). A super produgdo de 6xido nitrico em tecidos com inflamagao
cronica leva a geracdo de peroxinitrito, um agente de lesdo oxidativa no DNA

(OHSHIMA & BARTSCH, 1994) e o préprio 6xido nitrico € mutagénico in vitro

para células humanas (NGUYEN et al.,1992).

Estudos epidemioldgicos, avaliando a exposi¢do ao nitrato ou nitrito (via
alimento, dgua de beber ou ocupacional) e céncer gdstrico, tém produzido
resultados inconsistentes e controversos (ZATONSKI et al.,1989; KNIGHT et
al.,1990; BOTTERWECK et al.,1998). Isto parece ocorrer porque muitos fatores
podem modificar a nitrosagdo intragdstrica e, também, porque os vegetais sdo uma
fonte importante de nitratos €, a0 mesmo tempo , de micronutrientes que inibem
a nitrosagdo, o que torna dificil detectar nesses estudos qualquef efeito causado

pela exposic¢do aos nitratos e nitritos.

Estudos clinicos em pacientes com risco elevado de cincer gdstrico tém
encontrado dados que sustentam a hipétese da nitrosagdo endégena: CAYGILL et
al. (1987) ao medir o pH, a concentragdo de bactérias redutoras de nitratos, nitratos
e nitritos no suco gdstrico em pacientes com o estdmago operado. com anemia

perniciosa e controles, encontraram resultados que confirmam a hipdtese de que



metabdlitos dos nitritos, provavelmente compostos nitrosadds, estdo relacionados
ao risco excessivo de cdncer nos pacientes com acidez gdstrica diminuida.
GUADAGNI et al. (1996) encontraram niveis elevados de nitritos, compostos N-
nitrosos no suco gistrico de pacientes gastrectomizados e pacientes com céncer
gdstrico. MELICHAR et al.(1995) observaram uma concentragdo elevada de
nitritos no suco gastrico de pacientes H.pylori positivos. GUADAGNI et al.
(1999), estudando a histologia, a infeccdo pelo H. pylori e o suco gdstrico ,
encontraram os mais altos e significativos indices de compostos N-nitrosos nos

pacientes com histologia mais severa e com infecgdo por H.pylori.

Virios estudos relatam uma associacdo entre o consumo de alimentos
salgados e o carcinoma de estdbmago e isto tem sido atribuido ao excesso de sal
(cloreto de sédio) (KONO & HIROHATA,1996). Estudos experimentais
demonstraram que a dieta rica em sal tem efeito promotor na carcinogénese do

estdmago glandular de ratos (TAKAHASHI et al., 1983).

1.2.2 GASTRITE

A gastrite crnica atréfica estd correlacionada com o risco elevado de
lesdes pré-malignas e adenocarcinoma géstrico. A metaplasia intestinal aumenta o
risco de céincer gdstrico proporcionalmente ao tamanho da drea de mucosa com
metaplasia (LECHAGO & CORREA, 1993; FENOGLIO-PREISER et al.,1996;
NEUGUT,HAYEK,HOWE, 1996). PIGNATELLI et al.(1998), utilizando métodos
histoquimicos, analisaram a atividade da enzima sintetase do 6xido nitrico ¢ a
consideraram como um marcador do “stress oxidativo”, o qual parece ter um papel

importante na carcinogénese gstrica, nos casos de gastrite severa e displasias.



1.2.3 Helicobacter pylori

O H.Pylori é um carcinégeno da classe I para humanos, reconhecido pela
Organiza¢do Mundial da Satide em 1994 (IARC, 1994; SASAKO et al.,1998).
Aproximadamente 60% das cepas desta bactéria possuem o cagA, um gene que
codifica uma familia de proteinas de alto peso molecular (120-140kD). A infecgdo
com H.pylori cagA positivo € associada a uma maior inflamagdo da mucosa, com
conseqiiente atrofia e dimi;luigﬁo da acidez gdstrica (KUIPERS &
MEUWISSEN, 1996; RICHTER,FALK, VAEZI, 1998). A infec¢do com H. pylori.
causa proliferacdo celular, gastrite atréfica, diminui¢do da concentragdo de
vitamina C luminal, aumenta a gera¢do de metabdlitos de oxigénio e induz a
hipocloridria . Todos esses fatores podem potencializar a carcinogénese, mas a
associagdo direta da infec¢do pelo H. pylori com mutacées do DNA ndo foi
comprovada (SASAKO et al.,1998). Em estudo experimental com mongolian
gerbil, utilizando o carcinégeno N-Methyl-N’-nitro-Nitrosoguanidina (MNNG),
17% dos animais desenvolveram céncer em um ano e nos animais infectados pelo
H.pylori este indice subiu para 67%, sugerindo que o papel da bactéria ndo seja o

de iniciador da carcinogénese e, sim, 0 de promotor (TOKIEDA et al.,1999).

Algumas populagdes com alta prevaléncia de infecgdo pelo H.pylori na
infincia apresentam, contraditoriamente, baixa incidéncia de carcinoma gdstrico
(WYATT et al.,1987; MUNOZ et al.,1992). Pode-se pensar que essas populagdes
apresentem incidéncia aumentada de céncer no futuro ou que esta infecgdo seja

indcua, na auséncia de algum cofator. Segundo STALTE &MEINING (1998)

I BIBLIOTECA
SAMED/RCPA



somente uma parte das pessoas infectadas pelo H. pylori desenvolverdo cincer e
deve ser objetivo de pesquisas futuras descobrir aqueles individuos que o fardo e
que fatores contribuem para isso. NYREN (1998) relata que a associagdo entre a
infecgdo pelo H.pylori e o cancer géstrico depende da cepa envolvida e da possivel

acdo de cofatores presentes no hospedeiro ou no micro ambiente gastrico.
1.2.4 ESTOMAGO OPERADO

Em 1922, BALFOUR descgeveu, pela primeira vez, um adenocarcinoma de
coto géstrico, apds cirurgia por doenga péptica. Outros autores tém descrito este
ciancer (KOBAYASHI, PROLLA, KIRSNER, 1970; KOBAYASI et al.,1995), que-
é definido como o carcinoma que ocorre no estdmago remanescente, apés a
ressecqdo gdstrica ter sido realizada por doenga benigna. Uma laténcia minima de
cinco anos, apds a cirurgia, € exigida para evitar erro de diagnéstico. Usando essa
definigdo, a prevaléncia do carcinoma de coto gastrico, segundo a literatura, varia
entre 0.8-8.9% dos pacientes submetidos a ressec¢des gdstricas (SAFATLE-
RIBEIRO et al.,1996). Duas meta-andlises mostram um risco significativo de
céncer gdstrico, apds gastrectomia com reconstrugio a Billroth I ou Billroth II que,
se torna aparente 15 anos apds a cirurgia. Embora o risco seja 0 mesmo para os
diferentes tipos de gastrectomias, ele se torna substancialmente elevado quando
também ¢é realizada a vagotomia (STALNIKOWICZ & BENBASSAT, 1990;
TERSMETTE et al.,1990). Numerosos fatores podem explicar o desenvolvimento
de gastrite e cincer no estdmago remanescente, a saber: a exposicdo da mucosa
gastrica ao refluxo de bile e secre¢des pancreaticoduodenais, a acloridria ou

hipocloridria, a populagdo bacteriana atipica, agdo de compostos N-nitrosos, dieta



alimentar e a juncdo de dois tipos diferentes de epitélio na linha de sutura

(ANDREOLLO,1994) .

1.2.5 OUTROS

Embora outros fatores de risco para o céincer gdstrico tenham sido
identificados, entre eles: radiagdo, historia familiar, anemia perniciosa, grupo
sanguineo A, polipose adenomatosa de estdmago, exposicdo ocupacional ao
asbesto e infecgdo pelo virus Epstein-Barr, sua ocorréncia ¢ baixa e o risco

atribuido também é baixo (NEUGUT, HAYEK, HOWE,1996).
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1.3 REFLUXO DUODENO-GASTRICO

O refluxo duodeno-géstrico (RDG) tem sido descrito como causa da sindrome
clinica chamada gastrite de refluxo ou gastrite alcalina (RITCHIE,1980). A maior
causa de RDG € a cirurgia géstrica prévia, onde tenha ocorrido remogdo ou dano ao
esfincter pildrico; estd bem estabelecido que, nessas intervengdes cirtirgicas, o
excesso de refluxo duodenal bilio-pancredtico pode lesar a mucosa gastrica
(BERGER et al.,1999; KLINGER,1999). O RDG &, sob certo aspecto, um evento
fisiolégico normal no periodo pés-prandial ou de jejum prolongado e, portanto, sua
patogénicidade depende do ritmo, volume e duragdo da exposi¢do gistrica ao seu

conteado.

A gastrite de refluxo em estdmago n3o operado tem sido descrita
(WARSHAN,1979; GOWEN,1985). LADAS et al.(1996), estudando o refluxo
duodeno-gdstrico em pacientes com ulcera duodenal, esofagite e gastrite e sem
cirurgia prévia, encontraram relagdo entre 0 RDG e a infecgdo pelo H. pylori,
sugerindo que ambos podem agir sinergicamente, agredindo a mucosa géstrica e
causando gastrite. A entidade RDG sem cirurgia prévia é chamada de RDG
primdrio, apresenta quadro clinico com auséncia de cirurgia prévia, sintomas como
dor epigdstrica, nduseas e vOmitos biliosos, evidéncia de gastrite na endoscopia,
presenca de bile na endoscopia e, pelo menos, dois dos seguintes critérios : escore

histolégico alcalino elevado, hiperplasia folicular de moderada a severa. evidéncia
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de RDG na cintigrafia hepatobiliar, evidéncia de refluxo na pHmetria (WILSON

etal.,1993 ).

O tratamento clinico, nestes casos, tem sido usado, porém, com pouco sucesso.
Para pacientes em que o tratamento clinico, apds varios meses, ndo foi eficaz ou que
apresentam complica¢des, tem sido proposta uma cirurgia de diversdo do fluxo
biliar, a duodenojejunostomia supra-papilar também chamada “duodenal switch”
(DeMEESTER,1987; BONAVINA et al.,1999 ). Existem algumas evidéncias de

que o refluxo duodeno-gdstrico excessivo pode promover a carcinogénese :

a- Estudos epidemiolégicos, aqui ji referidos, mostram que pacientes
gastrectomizados por patologias benignas t€m risco aumentado de desenvolver
adenocarcinoma de coto gdstrico (STALNIKOWICZ & BENBASSAT, 1990;
TERSMETTE et al.,1990 ).

b- Existe uma associacdo positiva entre a concentragio de d4cidos
biliares no suco gdstrico e alteragdes pré-malignas da mucosa, a saber : gastrite
atréfica, metaplasia intestinal e displasia (WATT, SLOAN, KENNEDY, 1984;
HOUGHTON et al.,1986; SOBALA et al., 1993).

c- Pacientes com carcinoma géstrico apresentam prevaléncia aumentada
de refluxo biliar (THOMAS et al.,1984; ANDREICA et al.,1987; YASUI et

al.,1993).

d- Os dcidos biliares e as enzimas pancredticas podem , através da
quebra da barreira mucosa, expor o epitélio proliferativo a carcinégenos
endoluminais (MIWA, HATTORIMIYAZAKI,1995; GIRELLI et al.,1996) e os

dcidos biliares soliveis podem entrar nas células da mucosa, quando estdo em forma



12

e- O refluxo de conteido duodenal para o estomago e para o eséfago
tem sido implicado no desenvolvimento de gastrite, ulceras gastricas, esofagite
erosiva, metaplasia de Barret, displasia e adenocarcinoma de esdfago

(MARSHALL,ANGGIANSAH, OWEN, 1997).

f- Estudos experimentais, em ratos, mostram que a derivagdo biliar em
Y de Roux protege a mucosa do coto gastrico das lesdes proliferativas induzidas

pelo refluxo biliopancratico (KOBAYASI et al., 1991; 1993,1996).

g- Estudos experimentais,, em ratos, mostram que o refluxo duodeno-
gastrico produz adenocarcinoma no estdbmago glandular, carcinoma epidermoide no
pré-estdmago, e promove o aparecimento de es6fago de Barret, adenocarcinoma de
esofago e carcinoma epidermoide de esoéfago (HASEGAWA 1991; TAYLOR et
al.,1991; MIWA et al.,1994; KONDO et al.,1995; MELO,1997; FEIN et al., 1998,

WETSCHER et al.,1999).
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1.4 BIOLOGIA MOLECULAR NO CANCER GASTRICO

Existem muitas evidéncias de que alteragdes genéticas sdo de grande
relevincia na patogénese dos tumores géstricos. A existéncia de fatores hereditdrios
parece estar confirmada pela predisposi¢do familiar ao desenvolvimento de

neoplasias gdstricas relatada na literatura (SHINMURA et al.,1999).

Os achados relacionados a alteragdes genotipicas no cdncer géstrico sdo
confusos. N3o existe nenhuma defini¢do clara que indique quais anomalias sﬁov
patognomonicas de carcinoma gistrico € em quais estigios do processo
carcinogénico elas aparecem. As alteragdes genéticas ocorrem nos oncogenes. genes
supressores do tumor, reguladores do ciclo celular e genes reparadores do DNA.
Segundo TAHARA  (1993,1998) , a amplificacdo e transcri¢do anormal do gene c-
met , ativagdo do gene p53 e transcrigdo anormal do CD44 sdo comuns no
adenocarcinoma  pouco diferenciado (tipo difuso) e bem diferenciado (tipo
intestinal). Entretanto , o padrdo de multiplas alteragoes genétic.as difere nos dois
tipos histoldgicos, embasando a hipdtese de que eles tém diferentes vias

patogénicas.

Os genes ras, que  incluem o Ha-ras, K-ras e o N-ras, tém um papel
importante na transducgdo, proliferagdo e diferenciagdo celular. Os estudos relatam
diferengas substanciais na frequéncia e tipo de alteragdes nesses genes, mas parece
existir um consenso de que mutacdes no K-ras estio associadas a metaplasia

intestinal (CORREA & SHIAO,1994).
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A inativagdo de genes supressores de tumores ocorre através da perda da
heterozigocidade e mutagdes no gene p53 . A perda de um alelo ocorre com mais
freqiiéncia nos cromossomos 5q,7q,13q,17p e 18q, nas séries de cédncer géstrico
estudadas (MALTONI et al.,1998). A mutagdo no gene p53 representa um dos mais
importantes eventos genéticos que ocorrem no carcinoma gastrico. Em uma série
comparativa entre carcinomas gdstricos e carcinomas de estdmago operado, a
maioria das mutagOes encontradas envolveu transi¢des G:C - A:T e foram
encontradas tanto no tumor quan;o em dreas adjacentes a0 mesmo, sugerindo que a
alteragdo no p53 € um evento precoce na carcinogénense gdstrica (SAFATLE-

RIBEIRO et al.,1996).

Analisando cento e vinte casos de cancer gastrico de diferentes estdgios,
RANZANI et al.(1995), encontraram nos tumores precoces, mutagdes do p53 em
freqiiéncia muito maior nos carcinomas do tipo intestinal (41%) do que nos do tipo
difuso (4%). Quando comparados estdgios precoces e avangados, foi observada uma
similaridade de mutacdes entre os dois tipos histologicos. A maijoria das lesdes
displdsicas mostravam mutagdes, o que ndo ocorria com a metaplasia intestinal.
Estes achados sugerem que as alteragdes do gene p53 tém um papel importante no
inicio da carcinogénese dos tumores do tipo intestinal, agindo, provavelmente, na
transi¢do entre metaplasia e displasia. CORREA & SHIAO (1994) sugerem que as
alteragdes no pS3 ocorrem no processo de carcinogénese, antes de que possam ser
detectadas com técnicas de imunohistoquimica e que elas podem estar ligadas ao
6xido nitrico ou outros carcindgenos, porque o 6xido nitrico também pode induzir

mutacdes do tipo C-T; este 6xido nitrico se originaria a partir de leucdcitos
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polimorfonucleares que sio observados nos tecidos vizinhos as zonas de metaplasia,

displasia e carcinoma.

Recentemente, tem sido relatado que o gene pS53 tem um papel importante no
controle da angiogénese tumoral, por regular a expressdao do fator de crescimento
endotelial vascular (vascular endothelial growth factor /VEGF). MAEDA et
al.(1998), encontraram uma coincidéncia entre a positividade para o p53 e o VEGF
em 72% dos tumores estuda}dos. A densidade microvascular esteve muito
aumentada nos tumores p53 positivos e VEGF positivos e estes dois fatores

mostraram correla¢do positiva com um pior progndstico.

A dosagem de DNA celular, através da citometria de fluxo, fornece
informacdes a respeito da presenga de anomalias clonais do DNA (aneuploidia do
DNA) e do ciclo celular das células tumorais. ABAD et al.(1998) estudaram
espécimes frescos (ainda ndo incluidos em parafina) de tumores gdstricos e
encontraram clones aneupldides de DNA em 62% dos casos e uma alta atividade
proliferativa (propor¢do de células na fase S) nesses tumores aneupldides, quando
comparados com os dipldides. Nesta série, a aneuploidia estava significativamente

associada a um pior progndstico.

Anormalidades nos sistemas receptores de fatores de crescimento tém sido
encontradas no carcinoma gdstrico. Os tumores bem diferenciados t¢ém mostrado
uma alta freqiiéncia na super expressdo dos receptores EGFR, ERBB2 E ERBB3
(WRIGHT & WILLIAMS, 1993). Recentes estudos sobre a expressao de moléculas
cilcio dependentes, responsaveis pela adesio celular, chamadas cadherinas,

mostram que estas sdo glicoproteinas localizadas nas bordas laterais das células
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epiteliais, responsdveis pela ligacdo intercelular. Elas estdo ausentes ou
funcionalmente defeituosas nos adenocarcinomas do tipo difuso e isto pode ser
relevante na histéria natural dos dots tipos de carcinoma géstrico: na presenca de E-
cadherina, as células tumorais podem formar glandulas e na sua auséncia. as células
podem proliferar e invadir os tecidos, desordenadamente (CORREA &

SCHIAQ,1994).

Nas células normais, os telémeros vdo encurtando progressivamente e este
encurtamento funciona como um reldgio da mitose através do qual as células
contam a sua divisdo, caminhando para a senescéncia. A atividade da enzima
telomerase confere imortalidade celular, através da estabilizacdo dos cromossomos,
participando no desenvolvimento da maioria dos cinceres humanos. A transcriptase
reversa da telomerase esta super expressa em 25% das metaplasias intestinais, em
50% dos adenomas e na maioria dos carcinomas gastricos, sugerindo que a ativagdo
da telomerase seja um degrau critico nos estigios precoces da carcinogénese

gdstrica (TAHARA, SEMBA, TAHARA,1996;YASUI et al.,1999).
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1.5 CARCINOGENESE GASTRICA EXPERIMENTAL

O carcinoma de estdmago € um dos cédnceres expontdneos mais raros em
animais. N@o existe nenhuma cepa na qual o cdncer gdstrico se desenvolva
regularmente; somente casos raros e isolados t€m sido descritos (BRALOW,1972). O
primeiro modelo que desenvolveu adenocarcinoma gdstrico em ratos usava o
carcindgeno N,N’-2,7-fluorenylenebisacetamida(2,7-FAA) (MORRIS et al.,1961).
SUGIMURA & FUJIMURA relataram, em 1967, que o N-Methil-N’-nitro-
Nitrosoguanidina (MNNG) é efetivo na produg@o de adenocarcinoma géstrico e este
tem sido o carcindégeno mais amplamente utilizado na indugdo desses tumores para
estudos do desenvolvimento histopatologico e de fatores moduladores da
carcinogénese.

SCHLAKE & NOMURA (1979) foram os primeiros a descrever a génese de
cncer no estdmago operado de rata, sem a adigdo de carcindgeno, apds a realizagdo
de uma ressec¢do gdstrica com reconstrugdo gastroduodenal tipo Billroth 1. A
maioria dos estudos posteriores tém utilizado, como base, o experimento de
LANGHANS et al. (1981a,1981b) no qual se valoriza o papel do refluxo bilio-
pancredtico no desenvolvimento das lesOes géstricas, modificando a intensidade do
refluxo mediante variacdes cirurgicas ¢ onde foi encontrada uma incidéncia de
alteracdes malignas da mucosa gastrica proporcional ao grau de refluxo duodeno-
gdstrico: 70,9% de carcinoma nos ratos submetidos a gastroenteroanastomose sem
ressecgdo, 30% nos ratos com resseccdo gdstrica e reconstrugdo tipo Billroth II,

23,1% nos casos com ressec¢do e reconstrugdo tipo Billroth I com
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enteroenteroanastomose de Braun, 10% nos casos de ressec¢ao com reconstru¢do
tipo Billroth I e nenhum caso nos ratos submetidos a ressec¢dao com reconstrugao

tipo Billroth Il com Y de Roux.

Outras pesquisas tém confirmado que o refluxo duodeno-gastrico aumenta a
incidéncia de carcinoma em ratos operados e tratados com MNNG (NISHIDOI,
KOGA, KAIBARA, 1984). Estudos recentes de carcinogénese esofigica em ratos
tém demonstrado que o cancer ocorre com maior freqiiéncia na presenca de refluxo
duodenal (DeMEESTER et al.,1992; DeMEESTER et al.,1996; MELO,1997). O
refluxo duodeno-gdstrico, sem a presenga de carcindgenos exdgenos. produz
adenocarcinoma em ratos com estomagos ressecados ou ndo ( THEURING,
DITTRICH, WOLTER,1985; TAYLOR et al.,1991; MIWA et al.,1992b; KONDO
et al.,1995). Isto introduz a hipdtese de que alguns componentes do suco duodenal
possam agir como carcinégenos. Qual componente do suco duodenal ¢ responsavel

pela carcinogénese, ainda permanece obscuro.

MASON (1986), através de diferentes técnicas cirdrgicas para produzir
refluxo biliar e refluxo pancredtico duodenal isolados e combingdos. estudou 40
ratos durante 9 meses e observou que no grupo com refluxo biliar isolado nio
ocorreram neoplasias € que a incidéncia maior de carcinoma recaiu sobre os grupos
com refluxo pancredtico duodenal (78%) e refluxo bilio-pancredtico (58%),
sugerindo que a s$ecregao pancredtico duodenal. em detrimento da bile. € a
responsidvel pelo potencial carcindgeno do refluxo duodeno-gédstrico (RDG). Estes
achados foram confirmados em estudo posterior (MASON et al..1988). Outros

estudos que também utilizaram procedimentos cirdrgicos para produzir refluxos
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isolados e combinados, concluiram que a bile é o maior reponsavel pela

carcinogénese gastrica (FUIIMURA,1991; MIWA et al.,1992a).

MIRVISH et al. (1998), estudando o efeito dos componentes do suco duodenal
na carcinogénese esofagica, concluiram que a bile isolada ndo aumenta a incidéncia
de carcinoma, mas o suco pancredtico isolado ou associado ao refluxo biliar o faz,
mesmo na auséncia de carcindégeno exdgeno. KITAJIMA et al. (1992),observando
endoscopicamente o desenvolvimento e crescimento de adenocarcinomas induzidos
por MNNG em ratos Wistar, encofitraram refluxo biliar excessivo por volta de 24
semanas, diretamente relacionado ao aparecimento dos tumores. A andlise
morfolégica e estudo dos achados microangiogrdficos sugerem que existem
similaridades entre o céncer gastrico nos ratos € nos humanos e, também, que o
excesso de bile no estdmago pode causar alteragdes qualitativas na mucina da

mucosa gastrica.

O mecanismo pelo qual o refluxo duodenal induz 4 carcinogénese ainda ndo
estd esclarecido. As enzimas proteases pancredticas e a pepsina podem lesar a
mucosa (MIRVISH,1997). Os dcidos biliares isolados ndo sdo mutdgenos
(GIRELLI et al.,1996), mas vdrios estudos comprovam que eles agem como
promotores da carcinogénese gdstrica em ratos ( KOBORI et al., 1984; YOSHIDA
et al.,1992). No entanto, a carcinogénese gdstrica e esofdgica, induzida pelo RDG,
na auséncia de carcindgeno externo, ndo pode ser explicada totalmente pela
promogio dos dcidos biliares. Pode-se pensar que um carcinégeno se forma no suco
duodenal em algum estdgio. A hipétese de CORREA et al.(1975) sugere a formagao

intragdstrica de carcinégenos a partir de nitritos, provenientes da reducdo de nitratos
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por bactérias proliferadas no suco gastrico com pH elevado, e aminas ou amidas. No
estdmago, operado ou ndo, a bile do conteido refluido € uma boa fonte de amidas
(MIRVISH,1983). Os sais biliares podem reagir com nitritos para formar
nitrosamidas como, por exemplo, o dcido N-Nitrosoglicélico, o qual é carcinégeno

para o figado e, provalvelmente, para o estdmago de ratos (BUGSY et al.,1985).

Este trabalho pretende estudar a carcinogénese gastrica, analisando dois
fatores até aqui discutidos : refluxo duodeno-géstrico através de piloroplastia,
oferecendo a presenca de bile no estomago , e ingesta de nitrito de sédio na agua,

oferecendo um agente nitrosante .
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2 OBJETIVOS

Neste estudo pretende-se:

2.1 — desenvolver modelo experimental de carcinogénese gdstrica em ratos

Wistar operados com piloroplastia de Finney;

2.2 — avaliar a influéncia da ingesta de nitrito de sédio na dgua de beber, neste

modelo;

2.3 — analisar as concentragoes de dcidos biliares e valor do pH géstrico em
ratos Wistar com piloroplastia de Finney ou laparotomia e submetidos ou

ndo a ingesta de nitrito de sodio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

A amostra foi constituida de 110 ratos (ratus novergicus) machos da cepa
Wistar, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Com 6
semanas de vida, os animais fo;am transferidos para o Biotério da Divisdo de
Produgdo e Experimentagdio Animal (DPEA) da Fundagdo Estadual de Produgio e
Pesquisa em Saiide (FEPPS) para adaptagdo por duas semanas. Os animais foram
mantidos em caixas pldsticas, com tampa gradeada zincada e fundo forrado com
serragem esterilizada em autoclave. Havia cinco ratos por caixa. As gaiolas eram
higienizadas trés vezes por semana. Todos os animais foram mantidos no biotério por
periodos didrios de 12 horas de luz, sob fluxo continuo de ar e a temperatura
ambiente (Figura 2). Os ratos eram pesados a cada quatro semanas, durante o
experimento. Todos os itens pertinentes a0 experimento como : aquisi¢do, transporte,
condi¢des do biotério, nutri¢do, cuidados veterindrios e registros foram seguidos de
acordo com os Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica
Envolvendo Animais (GOLDIM,1995) e os pesquisadores procuraram tratar os
animais como seres sencientes, evitando ou minimizando os desconfortos, riscos ou

dor, como imperativos éticos. Todos os dados foram registrados e armazenados em

um banco de dados em Excel, elaborado especificamente para esse fim.



FIGURA 2 : Disposicdo das caixas plésticas no Biotério do DPEA da FEPPS
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3.2 ALIMENTACAO E AGUA

Os animais foram alimentados, desde o nascimento até 21 dias de vida, com
aleitamento materno. ApoOs esse periodo, com dgua e ragdo para roedores (ANEXO
A), “ad libitum”. A ragao era trocada duas vezes por semana. A agua de beber
provinha da rede de abastecimento de Porto Alegre (DMAE) e era trocada a cada
dois dias. O nitrito de sédio (NaNO2) ( BASF Aktiengesellschaft)( ANEXO B) era
diluido na dgua de beber, na dos'e de 3 g/litro, e oferecido como unica opgio de
ingesta hidrica aos animais dos grupos II e IV, a partir da 11° semana de vida, até o
final do experimento. A solu¢do de nitrito de sddio era conservada em refrigerador

entre 8 e 11° e trocada duas vezes por semana.
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento consistiu na realizagdo de cirurgia (laparotomia ou piloroplastia)
em associagdo, ou ndo, com o uso de nitrito de sédio na dgua de beber. Os 110 ratos

foram distribuidos em grupos assim constituidos (Figura 3):

GRUPO 1 - submetidos a laparotomia com manipula¢io de alcas (Sham’s

operation), recebiam somente dgua durante todo o experimento.

GRUPO 1I - submetidos a laparotomia com manipula¢do de algas (Sham'’s
operation), recebiam nitrito de soédio diluido na dgua de beber a partir de 3 semanas ‘

ap0s a cirurgia e durante todo o experimento.

GRUPO III - submetidos a piloroplastia tipo Finney, recebiam somente dgua

durante todo o experimento.

GRUPO 1V - submetidos a piloroplastia tipo Finney, recebiam nitrito de sédio

diluido na dgua de beber durante todo o experimento.
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T11 = DATA DO INICIO DO USO DE NITRITO DE SODIO

T58 = DATA DO SACRIFICIO

FIGURA 3 : Diagrama seqiiencial evolutivo do experimento, em semanas.
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34 CIRURGIA

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em todos os grupos, quando os
ratos atingiam 8 semanas de vida, com peso médio entre 250 e 350g. Ap6s jejum de
12 horas para ragdo e dgua, 0s ratos eram anestesiados, através de injegéo
intramuscular de cloridrato de zolazepam e cloridrato de tiletamina (ZOLETIL®)
(ANEXO C), na dose de 50 mg/kg..Apés realizagdo de tricotomnia, os animais eram
colocados sobre uma placa ciridrgica e realizada antissepsia com 4lcool iodado.
Iniciava-se, entdo, o procedimento, com uma incisdo mediana e abertura da cavidade

abdominal.
3.4.1 Laparotomia — Sham’s operation

Ap6s a abertura da cavidade, realizava-se a manipulagdo das visceras

abdominais e fechamento da incisdo, com sutura continua com fio de nylon.
3.4.1 Piloroplastia

Ap6és a abertura da cavidade procedia-se 2 tragdo leve do estdmago no sentido
caudal, proporcionado a perfeita identificagdo do esdéfago terminal, pré-estomago,
estdmago glandular e todo o duodeno. Realizava-se uma sutura continua seroserosa
unindo a parede anterior do antro pré-pildrico (grande curvatura) com a primeira e
segunda por¢des do duodeno. A seguir era feita uma incisdo paralela as linhas da
sutura na parede gdstrica e duodenal e, na extremidade superior ,através do piloro, de
modo que a incisdo ficava parecendo um “U” invertido. A sutura total. unindo

estdbmago ¢ duodeno, iniciava na extremidade superior da sutura seroserosa. vindo
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para baixo até a extremidade das incisdes e, depois, continuando para cima, unindo o
bordo direito do duodeno com o bordo esquerdo da parede géstrica, cirugia chamada
piloroplastia de Finney (Figura 4 e 5) ( KIRK,1989). Todas as suturas no estdbmago e

duodeno foram realizadas com fio de prolene n° 7-0 cardiovascular (ANEXO D).

No pés-operatério, os animais ficavam sem receber dgua por 12 horas e racdo

por 24 horas.
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FIGURA 4 : Modelo de piloroplastia realizada nos grupos Il e IV.



%

FIGURA 5: Fotografias seqlienciais da pi]r(,)roplasl.ia realizada nos grupos Il e IV. A:

duodeno e antro pré-pilérico, indicados pelas setas e sutura seroserosa entre eles,
indicada pela seta maior; B: incisao em “U” invertido no estdmago, duodeno e
através do piloro; C: sutura total entre estdmago e duodeno, iniciando na extremidade
da sutura seroserosa, vindo para baixo e retornando para cima, unindo o bordo direito

do duodeno com o bordo esquerdo da parede géstrica; D: aspecto final da cirurgia.
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3.5 SACRIFICIO

Quando se completaram 50 semanas de pds-operatério os ratos foram
sacrificados, através de inalagao de éter etilico em campénula fechada, de forma

indolor.

3.6 NECROPSIA

O tempo decorrido entre a morte do animal e a necrdpsia nunca excedeu a cinco
minutos. Uma incisdo mediana era feita desde o apéndice xiféide até o puibis,
procedia-se a ligadura do duodeno, logo apds a anastomose, e a coleta de suco
gdstrico, para andlise. Ampliava-se a incisdo em dire¢do cranial com ressecgdo do
plastrdo condroesternal. Realizava-se a liberagdo do estdmago, duodeno , jejuno
proximal e esdfago tordcico até a regido cervical com ressec¢do, em bloco, do
esOfago, estdbmago e duodeno. Os conjuntos eram abertos através de incisdo ao longo
da grande curvatura gastrica, lavados em dgua corrente, estendidos sobre cartolina e
fixados com alfinete. Apds identificagdo fotografica, todos os espécimes eram
colocados, um a um, em frascos com formol a 10% para posterior descri¢do

macroscopica.
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3.7 COLETA DE AMOSTRAS DO SUCO GASTRICO

Ap6s a ligadura do duodeno, para que ndo houvesse refluxo devido a
manipulagdo, fazfamos a entubag@o oroesdfagogastrica com sonda de Nelaton n°12 e
instilagdo de Sml de solucdo salina no estdbmago. O conteddo géstrico era, entdo,
aspirado e colocado em dois frascos identificados e armazenados em freezer a -70°C,

para posterior andlise do pH e concentragdo de acidos biliares.

3.8 ANALISE DO pH

Realizada no Laboratério de Fisiologia Digestiva do Instituto de Biociéncias da

UFRGS, através de um pHmetro B374 marca micronal.

3.9 DOSAGEM DOS ACIDOS BILIARES

A dosagem dos dcidos biliares foi realizada no Laboratério de Pesquisa do
HCPA, através do kit BILE ACIDS fornecido pelo laboratério Sigma (ANEXO C)
que usa um método colorimétrico € enzimdtico pela enzima 3-alfa-Hydroxysteroid

dehydrogenase conforme técnica descrita por FAUSA & SKALHEGG(1974).
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3.10 MACROSCOPIA

O exame macroscépico foi realizado com o auxilio de uma lupa. O ndmero, -
tamanho, posicdo e caracteristicas de cada lesdo foram anotados conforme ANEXO
E. Para descric¢do utilizou-se a terminologia anatdmica proposta por ROBERT (1971)

(Figura 6).

3.11 HISTOLOGIA

Apés a observacdo macroscOpica, o estdmago era seccionado em sentido
tangencial ao seu maior eixo e incluidos em parafina cortes do es6fago (1/4), pré-
estdmago (2/4), estdbmago glandular (anastomose) (3/4) e duodeno(4/4). Os cortes
histolégicos, de 4 micrdmetros de espessura, cortados em micrétomo AOTEC, com

navalhas descartiveis, foram corados por hematoxilina-eosina.
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ESTOMAGO

GLANDULAR

" DUODENO.

FIGURA 6: Terminologia anatémica utilizada, rato 9, grupo III
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3.12 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes histoldgicos foram todos examinados em microscépio 6ptico comum,
por uma mesma patologista que desconhecia o tipo de tratamento realizado no
espécime em estudo.  As alteragbes histopatoldgicas, conforme descri¢bes de
NAGAYO (1973), BRALOW(1972), SCHLAKE&NOMURA(1979), THEURING,
DITTRICH,WOLTER(1985), TAYLOR et al. (1991), KOBAYASI et al. (1991),

foram classificadas como:

2) Estdmago normal: Pré-estbmago com epitélio escamoso. Estdmago
glandular com mucosa constituida por dois componentes : epitélio foveolar,
cobrindo a camada superficial com células colunares uniformemente distribuidas e
tecido glandular com glandulas pildricas, fundicas ou cédrdicas, dependendo da zona
estudada.

3) Gastrite crbnica: leve - pequeno ndmero de células inflamatdrias
mononucleares (linfécitos e plasmdcitos) na mucosa e/ou 1dmina propria: moderada
- nimero de células inflamatdérias maior; acentuada - ﬁumerosas células
inflamatérias disseminadas pela mucosa.

4) Ulcera: padrao morfolégico de reagdo inflamatéria que se caracteriza por
defeito local ou escavagdo, com perda de substincia, comprometendo toda a
espessura do epitélio, com necrose no fundo.

5)  Hiperplasia epitelial escamosa: espessamento do epitélio as custas do

aumento do nimero de células.
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6) Hiperplasia glandular: proliferagio da mucosa glandular sem atipia ou
destrui¢io da arquitetura tecidual. |

7) Implantagio de mucosa: aparecimento de glandulas benignas, abaixo da
submucosa ou muscular da mucosa na zona de anastomose, por invaginagdo ou
implantagdo, sem evidéncia de atipias.

8) Granuloma de corpo estranho: agregado de macrofagos ao redor de
particula estranha ( fio cirurgico)formando granuloma .

9) Papiloma escamoso: neoplasia benigna do epitélio escamoso, geralmente
de padrio exofitico, com hiperplasia.cpitelial e queratinizagdo.

10) Adenoma: neoplasia benigna do epitélio glandular, geralmente de padréo
de crescimento exofitico. H4 aumento do niumero de glandulas bem organizadas e
atipia celular minima, sem qualquer sinal de invasdo da camada basal.

11) Displasia: leve (baixo grau)- alteragdo das camadas celulares basais,
atingindo até um tergo da espessura do epitélio, com nucleos pleomérficos; ocorrem
mitoses no terco inferior do epitélio, fora da camada basal; acentuada ( alto grau) :
as alteracdes displasicas atingem toda espessura do epitélio, que € composto de
células marcadamente anormais; a polaridade nuclear esta perdida.

12) Adenocarcinoma : neoplasia maligna de epitélio glandular, com estrutura
glandular relativamente preservada, polimorfismo nuclear, aumento da atividade

mitdtica e mitoses atipicas, com atipias celulares € com invasdo da membrana basal.
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Depois de realizada a tabulagdo, os dados foram classificados em seis estdgios,
em ordem crescente , sempre conforme a maior severidade do diagnéstico de cada

peca em estudo:

- Estagio 1 : esOfago e estdmago normais, gastrite leve e moderada;

Estdgio 2 : hiperplasia epitelial, hiperplasia glandular, gastrite

acentuada e 1lcera;

Estdgio 3 : granuloma de corpo estranho e implantagdo mucosa ;

Estdgio 4 : papiloma e adenoma;
- Estagio 5 : displasia;

- Estagio 6 : adenocarcinoma.
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3.13 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foram utilizados os seguintes testes:

3.13.1 - Qui —Quadrado, para comparar propor¢des entre mais do que dois

grupos, com correcdo de Yates, para comparagdes entre os grupos 2 a 2;

3.13.2 - Teste de Kruskal-Wallis, para comparar dados continuos e varidveis

ordinais entre mais do que dois grupos;

3.13.3 - Teste de Mann-Whitney U, para comparar dados continuos e

variaveis ordinais entre grupos individuais;

O nivel de significancia utilizado foi de 5% ( p=0.05). Os dados das variaveis:
concentracdo de &cidos biliares e pH , por apresentarem distribuicao assimétrica,
foram expressos através da mediana e a medida de dispersio utilizada foi a amplitude
entre quartis (AEQ)(percentil 25 e percentil 75)(WAGNER,1998). O banco de dados
foi convertido para andlise no pacote estatistico SPSS versdo 8.0 para WINDOWS

(SPSS Inc).
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4 RESULTADOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DO EXPERIMENTO

Foram operados um total de 110 ratos, destes 10 (9%) morreram no pos-
operatério imediato. A causa da morte foi dilatagdo gdstrica sem etiologia definida
em trés ratos, perfuracdo do pré-estdbmago em dois ratos e indeterminada em cinco
ratos. Dez ratos morreram durante o desenvolvimento do experimento, sendo um do
grupo I, trés do grupo II, trés do grupo I e trés do grupo IV. Em quatro ratos
identificou-se uma infec¢do, provavelmente flingica, no pulmio e nos outros casos

nio foi possivel determinar a causa da morte. Os noventa ratos restantes

sobreviveram até 50 semanas pOs-cirurgia e sdo objeto deste estudo.

As variagdes do peso dos ratos, nos diferentes grupos , no decorrer do
experimento, estdo representadas na Figura 7. Nao houve diferenga entre os grupos,

com relagdo ao peso.

.

rB|BL|OTECA ‘
FAMED/HCPA
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FIGURA 7: Gréfico da variacao de peso dos ratos durante o experimento.
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4.2 ACHADOS HISTOLOGICOS

As alteracGes macroscopicas encontradas no esdfago, estdmago e duodeno dos
ratos estdo descritas na Tabela 1. Somente um rato apresentou alteracdo
macroscopica no esdfago, uma tlcera de tergo médio e esdfago terminal (Figura 8) .
Nesse caso havia obstrucdo total do transito devido a tumor géastrico e refluxo de
conteido para o esd6fago com dilatacdo do mesmo. Os tumores de estomago foram
assim definidos, quando eram maiores ou iguais a 1,5 cm de didmetro e quando
apresentavam aspecto nacarado sugestivo de malignidade; todos eram tumores

parcial (11) ou totalmente (1) obstrutivos ( Figura 9).

As alteragdes microscopicas estdo descritas na Tabela 2 .N3o estdo descritos os
achados dos esdfagos porque, a excecdo do caso de dulcera esofdgica, cuja
microscopia correspondia também a ulcera, todos foram considerados normais. No
grupo controle (I), todos os estomagos foram considerados como histologicamente
normais (estdgio 1). No grupo controle com Nitrito de sédio (II), 83,4% dos
estomagos foram considerados normais (estdgio 1)(Figura 10) e 16.6%
desenvolveram papilomas no pré-estdmago (estagio 4) (Figura 11). Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre estes dois grupos. Pode-se notar que
houve desenvolvimento de adenocarcinoma (estdgio 6) (figura 12 e 13 ) no
estdmago dos ratos submetidos 2 piloroplastia (grupos I e IV) . A incidéncia de

adenocarcinoma nos diferentes grupos esta representada na Figura 14.

No grupo submetido a piloroplastia isolada ( grupo III) , em 10 ratos ( 34,4%), o

achado histolégicd foi considerado normal (estagio 1), 3 ratos (10,3%)
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desenvolveram adenomas (estdgio 4) e 16 ratos (55,1%) desenvolveram
adenocarcinoma. Comparando o grupo III com os grupos I e II, encontrou-se uma
diferencga significativa, p=0.0001. No grupo submetido a piloroplastia e que recebeu
NaNO2 na dgua de beber ( grupo IV), em 12 ratos (34,2%) o achado histolégico foi
considerado normal; em 2 ratos (5,7%) foram encontradas alteracdes inflamatérias
reacionais como Ulcera, gastrite acentuada, hiperplasia glandular e epitelial (estdgio
2) (Figura 15); 10 (28,5%) apresentaram implantagdo mucosa e granuloma, de corpo
estranho, na zona de anastomose (estdgio 3) (Figura 16 e 17); 5 (14,2%)
desenvolveram adenomas (estagio 4) ( FEgura 18); em 1 rato (2,8%) foi encontrada
displasia de alto grau (estdgio 5) (Figura 19); 5 ratos (14,2%) desenvolveram
adenocarcinoma géstrico (estdgio 6) (Figura 20). A diferenca foi significativa entre
o grupo IV e o grupo I, p=0.0001, e o grupo I, p=0.01. Comparando o grupo Il e o
grupo IV, a diferenca também foi significativa, p=0.03. Ndo foi encontrada
metaplasia intestinal. Todos os adenocarcinomas encontrados eram do tipo intestinal,

bem ou moderadamente diferenciados.

Nio foram encontradas metdstases nos ratos que desenvolveram

adenocarcinoma, bem como tumores de intestino delgado, figado ou célons.
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TABELA 1 - Macroscopia nos diferentes grupos

GRUPO 1 GRUPOII  GRUPOINI GRUPOIV  TOTAL

n n n n n
14 12 29 35 90
Normal 14 12 7 20 53
Ulcera de
esdfago 0 0 I 0 ]
Ulcera
gdstrica 0 0 2 0 2
Nédulo
anastomose 0 0 9 8 17
Tumor de
estdmago 0 0 11 1 12
Ulcera
duodenal 0 0 4 2 6
Granuloma
de corpo

39
~3
=4

estranho 0 0




TABELA 2 - Achados histolégicos no estdmago nos diferentes grupos, por
estagios*

Estdgio ] Estdgio 2  Estdgio3 Estdgio4  Estdgio 5 Estdgio 6
Gr Experimento - n n n n n n n

I Laparotomia 14 14(100%) 0 0 0 0 0

1 Laparotomia
+
Nitrito de sédio 12 10( 83.4) 0 0 2(16,6) 0 0

Il Piloroplastia 29 10 ( 34,4) 0 0 3(10,3) 0 16 (55.1*"

IV Piloroplastia
+
Nitrito de sédio 35 12 (34.2) 2(57) 10 (28.5) 5(14.2) 142,8) 5(14.2)c

* Os dados sdo apresentados como o niimero de ratos em cada grupo e seu respectivo
achado histolégico; a incidéncia (%) estd entre parénteses.

a- p=0.0001 versus grupo I e grupo II

b - p=0.03 versus grupo IV

c- p=0.0001 versus grupo I, p=0.01 versus grupo Il



FIGURA 8: Macroscopia : tilcera de es6fago, rato 2,grupo III
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PARCINOMA

FIGURA 9: Tumor obstrutivo de estdmago, rato 2, grupo III

.
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FIGURA 10: A- macroscopia estdmago normal (estdgio 1) e B microscopia ( HE -

&

50X): estdbmago normal, epitélio foveolar, rato2, ggrupo II



FIGURA 11: A ( HE - 50 X) e B ( HE - 100 X): Papiloma pré-estdmago,

proliferagdo das cé€lulas escamosas, crescimento exofitico e queratinizagao, rato 58,

grupo II




FIGURA 12: Macroscopia adenocarcinoma (estdgio 6), A: rato 8, grupo III; B: rato

61, grupo IV




A, R AN

FIGURA 13: A (HE-100x ) e B (HE-400x ): Adenocarcinoma bem diferenciado
(estdgio 6), estrutura glandular definida com atipias , hipercromasia e pseudo

estratificagdo nuclear, rato 1,grupo III
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FIGURA 14: Gréfico da incidéncia de adenocarcinoma nos diferentes grupos




FIGURA 15: Macroscopia tilcera de duodeno (estdgio 2) , rato 77, grupo IV
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FIGURA 17: A (HE-100x) e B (HE-400x) Implantagdo mucosa e granuloma de

corpo estranho (estdgio 3), glandulas dentro da muscular, com padrdo de fibrose

concéntrica (seta maior) e granuloma ( seta menor), rato 74, grupo IV




FIGURA 18 : A (HE-25x ) e B (HE-50x): Adenoma (estdgio 4), lesdo polipdide

com proliferagdo glandular e padrdo de organizacdo bem preservado, com poucas

atipias celulares e sem invasao de tecidos, rato 64, grupo IV
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FIGURA 19: A (HE-100x) e B (HE-400x ): Displasia de alto grau (estdgio 5),
proliferagdo glandular sem invasdo de submucosa e com marcadas atipias celulares.

Setas indicando nticleos mitéticos, rato 77, grupo IV



FIGURA 20: A (HE-50x) e B (HE-100x) Adenocarcinoma moderadamente

diferenciado (estdgio 6): glindulas com padrio arquiteténico pouco organizado com

atipias celulares como hipercromasia e pseudoestratificacao nuclear, mitoses, e

invasdo da submucosa, rato 78, grupo IV
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4.3 CONCENTRACAO DE ACIDOS BILIARES E pH

O valor do pH e a concentragdo de 4cidos biliares no suco gastrico estdo
demonstrados nas Figuras 21 e 22 , respectivamente. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa no valor do pH entre os grupos; a mediana foi 2.9
(grupo I), 2.6(grupo L), 3.2 (grupo I) e 2.6 (grupo IV). A concentracdo de écivdos
biliares no suco gastrico foi significativamente maior no grupo IV ( mediana 255 p
mol/l ) em relagdo aos grupos I (22 y mol/l ) ( p=0.002) e II ( 76.5 u mol/l )
( p=0.01). A Figura 23 demonstra a concentra¢do dos édcidos biliares nos casos com
tumores obstrutivos, ou ndo, nos diferentes grupos. No grupo III, a mediana da
concentracdo dos dcidos biliares foi 59 p mol/litro no geral. Analisando-se somente
0s casos com tumores, parcial ou totalmente obstrutivos, verifica-se que a mediana
caiu para 25 p mol/litro e nos casos sem obstrugdo , a mediana foi de 114 pu

mol/litro.
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FIGURA 21: Grafico de BOX-PLOT, comparando o valor do pH nos diferentes
grupos. A mediana € representada pela linha horizontal central do box (em negrito) e
os quartis inferior (P25) e superior (P75) pelas linhas inferior-e superior que
delimitam o box. Os valores minimos e méaximos sdao representados pelas linhas
verticais que saem do box (whiskers) e os valores discrepantes estdao assinalados

por ° e *. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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FIGURA 22: Grifico de BOX-PLOT, comparando concentracao de acidos biliares
nos diferentes grupos. A mediana € representada pela linha horizontal central do box
(em negrito) e os quartis inferior (P25) e superior (P75) pelas linhas inferior e
superior que delimitam.o box . Os valores minimo e maximo sdo representados pelas

linhas que saem do box (whiskers) e os valores discrepantes sdo assinalados por ° e

Grupo IV >1ell, p=0.01
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FIGURA 23: Grafico de BOX-PLOT, comparando concentracao de 4cidos biliares
nos ratos com ou sem tumores obstrutivos, nos diferentes grupos. A mediana €
representada pela linha horizontal central do box (em negrito) e os: quartis inferior
(P25) e superior (P75) pelas linhas inferior e superior que delimitam o box caixa. Os
valores minimo e maximo sdo representados pelas linhas verticais que saem do box
(whiskers) e 0s valorés discrepantes sdo assinalados com ° e *#. Grupo IV > 1lell,

p=0.01.
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo experimental de
carcinogénese gdstrica através de piloroplastia de Finney, analisar as concentragGes
de 4cidos biliares e valor do pH e avaliar a influéncia da ingesta de nitrito de sodio

nesse modelo.

A sensibilidade dos ratos a carcinogénese géstrica pelo MNNG € cepa
dependente, com a cepa Wistar mais sensivel e a cepa Bifalo mais resistente
(BRALOW, 1972). Os ratos machos sdo mais sensiveis do que as fémeas a indugédo
de tumores pelo MNNG (FURUKAWA et al.,1979). Por estes motivos e , também,

pela disponibilidade existente, foram utilizados ratos Wistar machos.

Existem evidéncias de que o carcinoma no estdmago operado € 0 cincer no
estdbmago virgem de cirurgia possuem processo carcinogénico semelhante . baseadas
em aspectos clinicos, achados histopatolégicos e alteragdes do gene p53 comuns a
ambos (SAFATLE-RIBEIRO et al.,1996). Estudos que avaliaram aspectos genéticos,
biologia molecular e infec¢des em carcinomas de estdmagos operados ou ndo,
encontram diferenga com relagdo a infecgdo por H. pylori e virus Epstein-Barr,
sugerindo que possam existir alguns fatores etiolégicos diferentes (BASS et
al..1998: VAN REES et al..1999). O estudo da carcinogénese no estdmago operado e
de seus fatores etioldgicos pode levar a esclarecimentos sobre 0s mecanismos de

desenvolvimento e progressdo do cincer gastrico.



Revisando a literatura , verificou-se que t€m sido utilizadas diferentes técnicas
cirirgicas na indugdo de cédnceres gastricos . Técnicas com ressec¢do gdstrica e
reconstrucdo do transito gastrointestinal proporcionando refluxo duodeno-gastrico de
vérias intensidades, cujas incidéncias de adenocarcinoma variam até 71% e técnicas
onde ndo € ressecado o estdmago mas existe refluxo de contetido duodenal, a saber:
gastroenteroanastomoses - 50 a 70% de cancer
(LANGHANS, HEGER,STEGEMANN,1984; THEURING,DITTRICH, WOLTER,
1985; TAYLOR et al.,1991); refluxo através do piloro com sec¢do do jejuno,
fechamento do coto proximal e sutu;a do coto distal a grande curvatura géstrica - 30
4 40% de cancer (HASEGAWA 1991; MIWA et al., 1992b; MATSUMOTO,1994);
piloroplastia tipo Heineke-Mikulicz com vagotomia troncular - 0 a 23%
(LANGHANS, HEGER, STEGEMANN, 1984, DITTRICH,SFFENER,
SEIDEL,1988); piloroplastia tipo Heineke Mikulicz - 5,6% (LANGHANS, HEGER,
STEGEMANN,1984). Outros dois estudos que avaliaram a piloroplastia tipo
Heineke-Mikulicz associada ou ndo a vagotomia troncular e ao carcin6geno MNNG,
nio demonstraram efeito promotor destas cirurgias na carcinogénese géstrica

(DOMELLOF et al.,1981; SALMON et al.,1982).

Neste estudo, realizou-se a piloroplastia pela técnica descrita por Finney, a qual
consiste em uma anastomose entre o estémago e a primeira por¢dao do duodeno,
proporcionando uma ampla comunicagdo e, teoricamente, um grau de refluxo
aumentado em relagdo a piloroplastia tipo Heineke-Mikulicz. Ndo encontramos, na
literatura. nenhuma referéncia que houvesse utilizado esta técnica cirurgica na

indugio de tumores gdstricos. Em uma gastroenteroanastomose. o suco duodenal
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passa necessariamente pela zona de anastomose para seguir o trdnsito e na
piloroplastia ndo existe esta obrigatoriedade. Portanto, poderiamos esperar que a
incidéncia de carcinoma fosse menor na piloroplastia. Nesse estudo, a incidéncia de
adenocarcinoma encontrada nos grupos submetidos a piloroplastia foi 55,1% no

grupo [ e 14,2% no grupo IV.

Os grupos controles usados nesses estudos experimentais tém sido constitufdos
de duas maneiras : ratos submetidos a laparotomia exploradora com manipulagdo de
visceras , Sham’s operation, (THEURING, DITTRICH, WOLTER, 1985;
DITTRICH, SEFFNER,SEIDEL,1988; MIWA et al.,1994) e laparotomia com
gastrotomia (MIWA et al.,1992a; MIWA et al.,1992b; MATSUMOTO,1994). Em
ambos 0s casos ndo se t€m encontrado alteragdes significativas na mucosa géstrica.
NISHIDOI, KOGA, KAIBARA(1984) utilizaram um grupo com gastrotomia e um
controle, nos ratos que receberam o carcinégeno MNNG, o carcinoma se
desenvolveu no estdbmago glandular longe da cicatriz de gastrotomia. TAYLOR et
al.(1991) estudaram as alteragdes encontradas na gastroenteroanastomose € na
gastrotomia sequencialmente em ratos sacrificados a cada oito semanas, pelo periodo
de 56 semanas ¢ encontraram adenocarcinoma nos ratos com gastroenteroanastomose
com 32, 48 ¢ 56 semanas. Analisando o indice de labilidade celular observaram
proliferacdo celular aumentada na mucosa gdstrica adjacente a anastomose quando
comparada 4 zona proxima a cicatriz de gastrotomia e sugerem que o refluxo
duodeno-gdstrico estd associado com 100% de aumento neste indice. Todos os
tumores encontrados neste estudo estavam na zona da anastomose ou proximos a ela.

Este achado coincide com os relatos da literatura de que as lesdes induzidas
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aparecem na drea anastomotica, o que parece deixar clara.uma relagdo com a
cirurgia. No entanto, como referimos acima, somente a gastrotomia ndo induz lesdo
proliferativa ou cincer ¢ nenhum autor encontrou esse tipo de lesdo nos ratos onde
foi feita reconstrugdo a Billroth II com al¢ga em Y de Roux, o que sugere que a
cirurgia ndo é estimulo suficiente, sendo necessdria a presenga do suco duodenal para

o desenvolvimento de lesdes proliferativas.

Os critérios histolégicos para o diagndstico das lesGes na zona cicatricial da
anastomose precisam ser bem deﬁnid.QS. As caracteristicas anatOmicas de arquitetura
da parede gdstrica e duodenal sdo destruidas pela secgdo cirtrgica, nesse processo €
destruida a camada muscular da mucosa, uma das referéncias para o critério de
invasdo epitelial (KOBAYASI et al.,1994). Alguns autores tém considerado somente
os critérios de invasdo de submucosa ou muscular para definir como adenocarcinoma
a proliferagdo glandular excessiva (NISHIDOI , KOGA, KAIBARA,1984). Outros,
consideram absolutamente necessdrios padrdes rigidos, baseados em critérios
citolégicos, para diferenciar as distopias intramucosas causadas pelo traumatismo
cirdrgico dos carcinomas genuinos (TAYLOR et al., 1991; KONDO et al.,1995).
Neste estudo, a proliferacdo glandular , sem atipias celulares, na zona de anastomose,
ndo foi usada para decidir sobre a malignidade das lesdes. KOBAYASI et al. (1991)
definem a invaginagdo de mucosa glandular para dentro da submucosa, subserosa
ou muscular, na zona de anastomose, como * mucosa implantada”. TAYLOR et
al.(1991), denominam essa invaginagdo de glandulas como “Downward glandular
growth”. Nos casos em que ocorreu essa invaginagdo de glindulas para baixo da

muscular, havia uma padrido de fibrose concéntrica ao redor da mucosa com tecido
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cicatricial e, invariavelmente, granuloma de corpo estranho; esses casos foram

classificados como estdgio 3.

Padrdo semelhante na zona de anastomose foi descrito por SCHLAKE &
NOMURA (1979) analisando o estbmago de ratos submetidos a ressec¢do a BL E
destes autores, também, a descricdo de que o carcinoma do estdmago do rato se
desenvolve através de duas diferentes vias: o crescimento circular ‘ de
adenocarcinoma, em um podlipo adenomatoso perianastomdtico, que tem como
precursor o adenoma; o crescimento fie adenocarcinoma orientado para a serosa, que
fem CcOmo precursor a proliferacdo adenocistica intramural. Todos os
adenocarcinomas encontrados neste experimento apresentavam caracteristicas
polipdides com crescimento exofitico, infiltrando a parede gdstrica, mas nenhum
chegava até a serosa. No grupo IV, somente em 5 ratos foi encontrado
adenocarcinoma mas, considerando-se as vias de desenvolvimento de cincer no
estomago operado de ratos, descritas por SCHLAKE & NOMURA (1979), os 5
adenomas € um caso de displasia de alto grau poderiam ser classificados como

lesdes pré-malignas.

A dosagem do pH e da concentragdo de dcidos biliares foi utilizada para que se
pudesse avaliar se o modelo produziu, na prdtica, o refluxo duodeno-géstrico
esperado . A concentragdo total de dcidos biliares no contetdo gdstrico dos ratos do
grupo IV foi significativamente maior do que no grupo I e Il ( p= 0.002 ; p=0.01),
confirmando a ocorréncia de refluxo duodeno-gdstrico (Figura 22). No grupo I,
embora a concentragdo de dcidos biliares tenha sido alta , ndo houve diferenca

estatisticamente significativa para com os grupos controles (I e II). No grupo TII,
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37,9% dos ratos apresentaram tumores total ou parcialmente obstrutivos, o que pode
ter dificultado e diminuido o refluxo no momento da coleta de suco gdstrico (Tabela
1). Comparando as concentragdes de dcidos biliares no contetido gdstrico dos ratos
do grupo III onde havia tumores obstrutivos e tumores ndo obstrutivos ou outras
alteracdes foram encontradas concentragdes mais altas nestes tltimos (Figura 23)
Com medidas seriadas dos 4cidos biliares, durante o desenvolvimento do
experimento, provavelmente seriam encontrados valores elevados em estdgios mais
precoces, quando ainda ndo se haviam desenvolvido os tumores. A mediana do valor
de pH variou de 2,9 a 3,2 e néo foi o.l;servada diferenca significativa entre os grupos.
Embora no grupo III, onde houve a maior incidéncia de carcinoma, tenha se
encontrado a maior mediana (3.2), ndo houve diferenga entre o pH géstrico dos ratos
que desenvolveram adenocarcinoma e os que ndo desenvolveram alteragdes
malignas, o que estd de acordo com a literatura. NISHIDOI,
KOGA ,KAIBARA,(1984) ao estudarem ratos operados com ressec¢do gdstrica e
reconstrucdo a Bl e Y de Roux, encontraram valores médios de pH de 5.1 e 4.4
respectivamente, valores significativamente diferentes do grupo controle (
pH=2.6). No entanto, ndo mostraram evidéncias de que os ratos com céncer tinham
pH mais alto do que os ratos sem neoplasia em cada grupo. MASON (1986) no
experimento onde estudou os refluxos biliar e pancredtico duodenal isolados e
combinados no estdmago ressecado , ndo encontrou diferenga significativa entre o
pH gdstrico dos ratos que desenvolveram adenocarcinoma ¢  dos que ndo
desenvolveram altera¢des malignas. MIWA et al.(1992a;1992b), no seu modelo,
estudando os refluxos biliar e pancredtico duodenal isolados e combinados no

estdmago ndo ressecado, encontraram um pH médio de 3.2 a 3.8 , significativamente
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diferente do pH médio do grupo controle ( 2.6), concluindo que nesse modelo, a
teoria da formagdo de compostos nitrosos, a partir da diminui¢do da acidez gastrica,
proliferacdo bacteriana e redugdo de nitratos para nitritos pelas bactérias, ndo foi

comprovada porque o pH médio de 3.2 pressupde um microambiente gdstrico estéril.

Embora a proliferagdo de bactérias redutoras de nitritos possa ser quantificada
ndo foi objetivo deste estudo avaliar estes degraus da hipétese de CORREA pois

oferecemos o agente nitrosante (nitrito de sédio ) na dgua de beber.

A inducgao de tumores pelo nitrito de soédio (NaNO2) poderia ser causada pela
nitrosagdo in vivo de aminas ou amidas. A nitrosagdo de aminas é proporcional a
concentragdo de nitritos e , portanto, a concentra¢do pode ser critica na avaliagdo da
carcinogenicidade. A dose letal para 50% dos ratos (LD50) é de 180 mg /kg/peso e a
metahemoglobinemia € usada como indice de toxicidade (GANGOLLI, et al.,1994).
Utilizamos a concentragdo maxima de NaNO2 tolerada pelo rato , 3 g/l, conforme

descrito por MIRVISH et al.(1980) e ndo observamos metahemoglobinemia.

Os trabalhos que estudaram a carcinogénese experimental dos nitritos
apresentam resultados controversos. WEISBURGER et al.(1980) conseguiram
induzir carcinoma epidermdide no pré-estdmago e adenocarcin(;ma (16,6%) no
estdmago glandular apds 18 meses do uso de extratos de peixes tratados com nitritos,
em ratos Wistar. MIRVISH et al. (1980) conseguiram induzir papilomas no pré-
estdomago de 18% dos ratos MRC Wistar usando NaNO2 na dgua de beber durante
toda a vida. DITTRICH, SEFFNER & SEIDEL (1988), utilizando nitrato de sédio na
dgua de beber em ratos Fl hibridos submetidos a gastroenterostomia, vagotomia

troncular com piloroplastia tipo Heineke Mikulicz e ~ Sham laparotomia, por 33
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semanas, ndo encontraram diferenca entre os grupos que receberam nitrato € 0s que
ndo o receberam . HIROSE et al. ( 1993), utilizando NaNO2 3g/l na dgua de beber
durante 28 semanas, associado a antjoxidantes fendlicos e carcindgenos,
demonstraram aumento na proliferacdo celular e um efeito promotor fraco da
carcinogénese no pré-estdbmago de ratos e uma diminuicdo significativa nas lesGes
induzidas por cathecol, no estdmago glandular. KAWABE et al.{ 1994) ,
demosntraram que o NaNO2, na dose de 2g/l durante 52 semanas, aumentou a
proliferagdo celular e a hiperplasia do pré-estdémago e estdmago glandular de ratos
causada pelo cathecol. Neste modelot o nitrito de sddio oferecido na dgua de beber
ndo induziu desenvolvimento de adenocarcinoma de estdmago dos ratos operados
com laparotomia. ANDREOLLO et al.(1995) encontraram carcinoma em 5,6% dos
ratos operados com gastrojejunostomia ou gastrectomia com ressec¢do a BII
associadas a vagotomia troncular, acompanhados por 8 meses, e que receberam
nitrito de potdssio na dgua de beber. Em extensa revisdo sobre nitritos, nitratos e
compostos nitrosos, GANGOLLI et al. (1994) concluiram que ndo existem
evidéncias nos estudos experimentais de que o nitrito seja carcindgeno para

animais.

Ao compararmos o grupo IIl e o grupo IV , que s6 diferem no desenho
experimental devido a ingesta de nitrito de sédio na dgua de beber, observamos que
houve diferenca significativa nos achados histoldgicos. O grupo que recebeu nitrito
de sodio (IV) teve uma incidéncia menor de adenocarcinoma ( estdgio 6) e maior de
alteragdes pré-malignas como adenomas e displasia ( estdgio 4 e 5 ). Parece que o

nitrito ndo potencializou a carcinogénese induzida pelo refluxo duodeno-géstrico ou,
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entdo, prolongou o processo carcinogénico e o tempo de seguimento do experimento
ndo foi suficiente para desenvolvimento de adenocarcinoma no grupo IV. No
microambiente gdstrico, em ratos, com pH abaixo de 5, o nitrito desaparece
rapidamente e sua destrui¢do € acelerada pela presenca de alimento (MIRVISH et
al.,1975). Por outro lado, sabe-se que para o nitrito ser um agente nitrosante, ele
precisa ser acidificado para formar HNO2 (MIRVISH,1995). Além disto, o rato é
capaz de sintetizar o acido L-ascérbico, o qual sabemos ser efetivo em bloquear a
nitrosagdo intragdstrica (OTSUKA et al.,1992). Talvez, nesse experimento, o nitrito
tenha sido eliminado antes de poder ’imeragir com os écidos biliares. Ndo foi dosada
a excregdo urindria de nitritos e a concentragdo de compostos nitrosados no suco

gdstrico, mas parece ndo ter ocorrido nitrosagdo intragdstrica nesse modelo.

O refluxo duodeno-gastrico induzido através de piloroplastia de Finney, teve
efeito carcinogénico no estdmago glandular dos ratos. A composi¢do do conteido
refluido pode ser a chave para explicar esse efeito. As enzimas pancredticas podem
lesar a barreira da mucosa gdstrica, deixando as células expostas para potenciais
carcinégenos. Antes da secre¢do no trato biliar, 98% dos 4cidos biliares sdo
conjugados com taurina e glicina, o que aumenta a solubilidade dos mesmos. Os
4cidos biliares soliveis podem entrar nas células da mucosa quando estdo em sua
forma lipofilica ndo ionizada, isto €, em um pH entre 2 e 5. Estudos mostram que o
actimulo intracelular de dcidos biliares é dirigido pelo gradiente de pH entre o meio
4cido luminal e o meio neutro citoplasmdtico, ou seja, o acimulo intracelular é maior
e ocorre mais rapidamente no pH mais dcido ( STEIN et al..1999).

Contraditoriamente, WETSCHER et al. (1999) mostram que o bloqueio da acidez
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gédstrica com omeprazol, em ratos operados com gastroenteroanastomose e
cardioplastia, potencializa o efeito carcinogénico do RDG no estdmago € promove a
proliferacdo celular na mucosa esofdgica; DeMEESTER et al.(1996) mostram que a
acidez gastrica modula a indugdo de adenocarcinoma esofdgico em ratos; quando o
refluxo de suco gdstrico dcido para o esdfago diminui, aumenta a incidéncia de

adenocarcinoma.

Existem evidéncias de dano molecular causado pela bile, através da quebra de
DNA, aumento da proliferagdo celplar medido pela citometria de fluxo e pelo
antigeno de proliferacdo nuclear, alteragdes na apoptose celular, e de dano tecidual
através da diminui¢do na atividade da enzima anidrase carbdnica, que é uma enzima
protetora celular presente em alta concentracdo na mucosa gdstrica normal
(KIVILAAKSO,1982; CHEAH & BERNSTEIN,1990; ATTWOOD et al.,, 1991;

BYRNE & ATTWOOD,1999).
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6 CONCLUSOES

Ao finalizar o experimento conclui-se que:

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

a cirurgia piloroplastia de Finney , sem a necessidade de
carcinégeno externo, é um modelo experimental adequado
de carcino;génese gdstrica em ratos Wistar;

a piloroplastia de Finney causou refluxo duodeno-géstrico;
o refluxo duodeno-gastrico atuou como carcinégeno para o
estdbmago;

nao houve relagdo entre o pH gdstrico dos ratos e o
desenvolvimento de adenocarcinoma, neste experimento;

o nitrito de soédio ndao atuou como carcindgeno para o

estdmago dos ratos, neste experimento.
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7 PERSPECTIVAS

A partir da revisdo da literatura, verifica-se que o processo de carcinogénese
gastrica envolve miltiplos fatores que ainda ndo estdo totalmente esclarecidos e
entendidos. Muito, ainda, precisa ser estudado. Com base neste modelo expenmeptal

de carcinogénese gdstrica podem-se estudar vérios aspectos, a saber:

- fatores moduladores da carcinogénese, protetores ou
promotores;

- aspectos da biologia molecular do céncer gastrico como:
mutagdes nos genes p53, c-met, CD44, expressdo das
cadherinas, expressdo da enzima telomerase e avaliacdo da
aneuploidia do DNA ;

- 0 conteddo do suco duodenal e qual(quais) componente(s)
pode(m) estar induzindo o cincer;

- 0 potencial efeito nocivo dos dcidos biliares para mucosa
gdstrica e esofdgica , modulados por um dieta rica em
gorduras;

- utilizagdo dos espécimes deste estudo para andlise. através de
métodos histoquimicos, da atividade da enzima sintetase do
6xido nitrico com objetivo de avaliar se ocorreu nitrosagao
intramucosa e o indice de “stress oxidativo ™ dos tecidos

neopldsicos e dreas adjacentes.



ANEXQO A Purina® - Animais de Laboratério- Descri¢do do Manual
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Alimentos Purina ® para animais de laboratério

Manual para Bioteristas e Pesquisadores

Alimento utilizado: Labina

Alimentagdo para fémeas em crescimento: 12-15g/dia de racdo
Consumo de dgua Ad libitum

Inicio de uso de ragdo: pode ser utilizada a partir de 12 dias de vida

Labina: Férmula constante, especifica para camundongos, ratos e hamsters
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ANEXO B: Nitrito de Sédio ( No.CAS 632-00-0) BASF Akt engesellschaft

NaNO?2 - nitrito de sédio - 99,1%

NaNO3 - 0,7%
NaCl - 0,02%
H20 - 0,3%

Ponto de fusdo/intervalo de fusio: 280°C
Ponto de inflamagdo: incombustivel
Solubilidade em dgua: ( 20°C) 818 g/1 (dgua)
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ANEXO C.: Zoletil ® 50 - Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA.

Cloridrato de Tietaming.........ccoooviieiiiiiiiiiiiis et ae e e e 125mg
Cloridrato de Zolazepam............cccceieiiiiiriiiniiiiiisiicee e 125mg
Solugdo de Zoletil 50 apresenta concentra¢do de 50 mg/ml

Via de administragdo: injetdvel, por via intramuscular e endovenosa.

Dose recomendada para Rattus Spp...........ccocvecevviiieiiieceic e 50mg/kg M




ANEXO D: Descricio dos fios utilizados nas cirurgias -

78

Fio Prolene 7-0

M8702

2 shine — 1,0 cm - BV — 1 Master
Cardiovascular

Polipropileno azul
Monofilamento

N.Abs.

60 cm

ETHICON ®

Fio Mononylon 5-0

15501

Ethipoint - 2,5 cm — CP - 25
Cuticular

Nylon Preto/Negro
Monofilamento

N.Abs.

45 cm

ETHICON ®

Fio Catgut Cromado 5-0
N°1.1555.005.001-4

205722 — 75¢cm — Mr 20mm - % circ.
Point Suture do Brasil

Industria de Fios Cirdrgicos
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ANEXO E: Bile acids ( procedure No. 450)- SIGMA DIAGNOSTICS ®

KIT

Catalog. No. 405-A
Contents — catalog Nunbers
Bile Acids Reagent A, 450-1
Bile Acids Reagent B, 450-2
Other required reagents
Catalog. No. 450-100

Bile Acids calibrator, 100 micromol/L
Catalog. No. 450-3

Bile Acids stop reagent
Optional reagents

Catalog. No. 450-1-50

Bile Acids reagent A
Catalog. No. 450-2-25

Bile Acids reagent B

16x10mi
4x5ml

Sml
50ml

50ml

25ml




ANEXO F: Descrigdo Macroscépica dos espécimes
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Rato No...... grupo ...... caixa .....
Achados no esofago: () sim () ndo
.... lesdes, sendo:
...... ulceradas
...... vegetantes
...... OULIAS: .eeeeerrreeiecrecerresneeennaas
ODSEIVAGOES e iiivienietietictieie ettt et et r e ene e re e,
Achados no pré-estdmago: () sim () ndo
....lesoes, sendo:
...... ulceradas
...... vegetantes
...... OULTAS ..veeeerrecreenreeereveesneeennns
ODSEIVAGOES o cviiiiiiiieiic it
Achados no estbmago : () sim () nao
..... lesdes,sendo:
..... ulceradas
..... vegetantes
..... polipéides: () até 1 cm
()>1cm
()>1,5cm
()>2cm
..... OULTAS eeeeeerreeeiveeevraeeereeeneias
ODSEIVAGOES . eiiirie ittt e
Achados no duodeno : () sim () ndo
...... lesdes, sendo:
..... ulceradas
..... vegetantes
..... OULTES .
ODSEIVAGOES .ocevrnievtetiestctt ittt

fotos ( )sim ( )ndo

.................................

.................................
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ABSTRACT

Duodenogastric reflux (DGR) has been implied as a potential esophageal and gastric
carcinogen, being one of the factors that might explain the development of gastric
stump carcinoma. Experimental carcinogenic models in resected stomach or
gastrojejunoanastomoses are well defined. The objectives of this study were to
develop an experimental gastric carcinogenic model through Finney’s pyloroplasty,
to assess the influence of sodium nit.x.*ite ingestion in this model, and to assess biliary
acids concentration and gastric pH value. One-hundred and ten (110) Wistar rats
were divided in four groups: group I (15 rats) submitted to laparotomy (Sham’s
operation); group II (15 rats) submitted to laparotomy (Sham's operation) and
sodium nitrite ingestion in drinking water; group III (40 rats) submitted to Finney’s
pyloroplasty; group IV (40 rats) submitted to Finney’s pyloroplasty and sodium
nitrite ingestion in drinking water. After 50 weeks of surgery, rats were slaughtered,
and samples of gastric juice were collected for pH analysis, biliary acids
concentration measurement, and histopathological analysis. Immediate postoperative
mortality was 9%, and during the experiment 10 rats died. Control group (I) (14 rats)
did not present gastric lesions; control group with sodium nitrite (II) developed
forestomach papilomas in 16.6% (2/12) of the rats; the pyloroplasty groups presented
adenomas in 10.3% (3/29) of the rats in group III, 14.2% (5/35) of the rats in group
IV, and adenocarcinoma in 55.1% (16/29) of the rats in group III and 14.2% (5/35)
of the rats in group IV. Glandular implant inside submucosa and muscularis, in the
anastomosis site (mucosal implant), was not a sufficient criterion to decide about the

malignancy of lesions, being necessary the simultaneous presence of cellular atypias.



The concentration of biliary acids in gastric juice was larger in groups III and IV.
The measured gastric pH was not different in the studied groups. The conclusion is:
1) Finney’s pyloroplasty is an adequate experimental model of gastric
carcinogenesis; 2) Finney's pyloroplasty induced duodenogastric reflux; 3)
duodenogastric reflux acted as gastric carcinogen in rats; 4) there was no relation
between gastric pH and the development of gastric carcinoma; 5) sodium nitrite did

not act as a gastric carcinogen in rats.



