DOI: 10.1590/0100-69912016002003

Artigo Original

Carcinogénese de bexiga em ratas submetidas a
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RESUMDO

Objetivo: o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da L-lisina nos epitélios vesical e intestinal de ratas submetidas a vesicossigmoi-
dostomia. Métodos: quarenta ratas Wistar, foram divididas em quatro grupos: grupo I- grupo controle (Sham); grupo Il- submetido
a vesicossigmoidostomia e tratado com L-lisina 150mg/kg; grupo lll- submetido apenas a vesicossigmoidostomia; e grupo V- recebeu
L-lisina 150mg/kg. Apos oito semanas os animais foram sacrificados. Resultados: na bexiga de todos os animais operados observou-se
hiperplasia simples, papilar e nodular de células transicionais, papiloma de células transicionais e metaplasia escamosa. Quanto a ocor-
réncia de focos de criptas aberrantes nos colos dos animais operados, nao foi evidenciado diferenca estatistica significante em nenhum
dos fragmentos distal, proximal e médio, e todos juntos (P=1,0000). Conclusao: apesar de, estatisticamente, ndo ter havido promocao
de carcinogénese nos epitélios dos ratos tratados com L-lisina, no tempo observado, é nitida a histogénese da carcinogénese de bexiga
em sua fase inicial, no epitélio vesical, em todos os ratos operados, estando esta provavelmente associada a infeccdo crénica e aos

diminutos calculos vesicais.

Descritores: Lisina. Carcinogénese. Neoplasias da Bexiga Urinéria. Epitélio. Terapéutica.

INTRODUCAO

H ammer' descreveu, em 1929, o primeiro caso de
carcinoma em ureterossigmoidostomia. O risco de
cancer em areas de anastomoses ou em alcas intestinais
de pacientes submetidos a cirurgias por derivacdes uri-
ndrias, ampliacbes vesicais ou substituicbes vesicais com
segmentos intestinais é conhecido ha bastante tempo. A
maioria sdo adenocarcinomas, mas também foram descri-
tos carcinomas de células transicionais. Embora o tempo
de laténcia entre a cirurgia de derivacdo urinaria e o apa-
recimento da neoplasia seja longo, sabe-se, por exemplo,
gue o risco de cancer apés ureterossigmoidostomia é esti-
mado em 200 a 500 vezes em relacdo a populacdo geral.
No entanto, ndo se conhece a exata fisiopatologia desse
processo de carcinogénese. Sabe-se que as lesdes pré-
-neoplésicas mais precoces na carcinogénese colorretal
sdo os focos criptas aberrantes (FCA) displasicas, o MDF
(Mucin depleted foci) e 0 BCAC (b-catenina-acumulated

crypts)?. Dornelas et al.® constataram que a L-lisina tem
acao promotora na carcinogénese quimica de bexiga em
ratos. O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito deste
aminoacido nos epitélios vesicais e intestinais de animais
submetidos a derivacao urinaria por vesicossigmoidosto-
mia, um modelo de carcinogénse cirdrgica experimental
classico®.

METODOS

O projeto de pesquisa foi realizado no Depar-
tamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC) e de-
senvolvido conforme o protocolo aprovado pela Comis-
sao de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade
Federal do Ceara.

Quarenta ratas Wistar pesando 150 gramas, fo-
ram divididas em quatro grupos: o grupo | (6 animais) foi
submetido a abertura e fechamento da parede lateral do
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Figura 1 - Tempos cirtrgicos da vesicossigmoidostomia pela técnica de
Crissey 1980: A) exposicdo de bexiga, Utero bicorno e colo; B)
abertura de cUpula vesical e incisdo longitudinal em parede de
colo; C) sutura com fio vycril 70 chuleio continuo de cupula
vesical ao colon; e D) sutura de colo vesical e seccao da uretra.

reto e da bexiga; o grupo Il (14 animais) foi submetido a
vesicossigmoidostomia, conforme técnica de Crissey* (Fi-
gura 1), e posteriormente tratados com L-lisina 150mg/kg
diluida em 0,5ml de 4gua destilada via gavagem; o grupo
Il (14 animais) foi submetido apenas a vesicossigmoidosto-
mia; o grupo IV recebeu apenas L-lisina 150mg/kg diluida
em 0,5ml de dgua destilada via gavagem. Apds oito sema-
nas os animais foram mortos, sendo realizado analise his-
tolégica (hematoxilina e eosina) das areas de anastomose
de reto e de bexiga; o colon foi fixado e posteriormente co-
rado em azul de metileno a 0,1% para avaliacdo de focos
de criptas aberrantes sob microscopia estereoscopica®®.

RESULTADOS

Em todos os animais operados foram observa-
dos macroscopicamente lesdes polipoides localizadas em
regido de anastomoses e regiao de epitélio vesical. No
interior da bexiga das vesicossigmoidostomias havia nu-
merosos e diminutos calculos. Em um dos animais, obser-
vou-se dilatacdo de ureter direito e calculos facetados no
seu interior formando stone street (Figura 2).

Figura 2 - A) ureter dilatado em seu segmento justa vesical, B) abertura
do ureter deixando exibir stone street em seu interior; C)
varios calculos multifacetados medindo o maior 5mm.

Na histopatologia, no segmento vesical, em
todos os animais operados observou-se hiperplasia sim-
ples, papilar e nodular de células transicionais, papiloma
de células transicionais (Figura 3) e papiloma de células
transicionais com metaplasia escamosa. No segmento in-
testinal, em ratos operados, havia raras criptas aberrantes
e focos de colite cronica préximos a area de anastomose,
e a distancia, em alguns animais, observou-se atrofia do
epitélio com reducdo de mucinas.

A mortalidade entre os animais operados foi
45% (18 animais). As principais causas foram abscessos
renais e pulmonares.

Exceto no grupo IV, em todos os demais gru-
pOS, Mesmo em um grupo em que os animais ndo foram
operados, foram identificados, a microscopia estereoscé-
pica, raros FCA. Todos os FCA continham apenas uma
cripta. Nao foram observadas multiplicidade de criptas
nem sinais de displasias nos FCA.

Quanto a ocorréncia de FCA na avaliacdo es-
tereoscépica, nos grupos Il e lll, dos animais operados,
com dados analisados pelo teste exato de Fisher entre
estes grupos, nao foi evidenciada diferenca estatistica sig-
nificante considerando o fragmento proximal (P=1,0000);
médio (P=1,0000); distal (P=1,0000); todos os fragmen-
tos (proximal, médio e distal) (P=1,0000) (Tabela 1).

Em relagcdo a presenca ou nao de criptas aber-
rantes, os dados foram expressos como mediana, intervalo
interquartil e valores minimo e maximo das medicdes efe-
tuadas em cinco animais dos grupos | e IV e seis ratos dos
grupos Il e lll. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para com-
parar os quatro grupos, associado ao teste de comparacoes
multiplas de Dunn, para verificar diferencas entre os grupos
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Figura 3 - A) corte histolégico de anastomose vesicointestinal eviden-
ciando papiloma de células transicionais;, e B) hiperplasia
papilar de células transicionais com metaplasia escamosa.
Hematoxilina e eosina 10x de aumento.

aos pares. Os resultados da avaliacdo do nimero de criptas
aberrantes encontrados nos segmentos proximal, médio e
distal do colon sao descritos na tabela 2 e na figura 4.

DISCUSSAO

A carcinogénese de anastomoses em deriva-
¢bes urindrias com alcas gastrintestinais ainda permanece
obscura. Alguns mecanismos foram propostos para ex-
plicar a sua fisiopatologia, tais como inflamacéo crénica,
infeccoes de repeticdo, mudancas de potencial hidroge-
niénico (PH) e producao de carcinégenos por bactérias,
entre outras causas’. A primeira derivacdo urinaria foi
a ureterossigmoidostomia seguida, anos mais tarde, de
colocistoplastias, ileocitoplastia e gatrocistoplastia. As-
sim, o que se observou foi o aparecimento de neoplasia
maligna em uma porcentagem maior do que na popula-
cao geral nas diversas derivacdes urindrias e ampliacées
vesicais com segmentos gastrointestinais. Alguns autores
postularam que pacientes com menos de 25 anos de ida-
de submetidos a ureterossigmoidostomias tinham o risco
7000 vezes maior para desenvolvimento de cancer que a
populacdo da mesma idade®.

Muitos trabalhos experimentais foram reali-
zados em ratos utilizando modelo de vesicossigmoidos-

Tabela 1 - Ocorréncia de focos de criptas aberrantes nos grupos Il e
1l considerando os segmentos proximal, médio e distal.

Segmentos Focos de Criptas Aberrates Significancia
(Teste exato
Grupo i Grupo Il de Fisher)
n/N (%) n/N (%)
Proximal 3/6(50) 2/6(33,33) P =1,0000
Médio 1/6(16,67)  0/6(0,00) P =1,0000
Distal 0/6(0,00) 1/6(16,67)  P=1,0000
Todos os segmentos 4 /6 (66,67) 3/6(50) P =1,0000

n- nimero de ratos com focos de criptas aberrantes no grupo; N- ni-
mero de animais do grupo.

tomias de Crissey*, em busca de alteracdes histopato-
l6gicas, sem uso de carcindgeno, com identificacdo de
inflamacao cronica, hiperplasia e displasias com reducdo
de sulfomucina e aumento de sialomucinas®. Gitlin et al.”
realizaram gastrocistoplastia e ileocistoplastia em caes e
observaram alteracdes histolégicas crescimento exces-
sivo de epitélio de transicdo nas juncdes enterovesicais
e gastrovesical. Estas células expressavam nao apenas
uroplakins (um marcador molecular para diferenciacao
urotelial), mas também mucossubstancia. Eles, entao, su-
geriram que estas células da anastomose possuiam alte-
racoes e caracteristicas hibridas podendo ser vulneraveis
a transformacdes neoplasicas.

Em 2012, pesquisadores alemaes'™, em um estu-
do de 44 diferentes centros, entre os anos de 1970 e 2007,
em um total de 17.758 pacientes submetidos a derivacoes
urinarias e plastias vesicais com alcas intestinais, encontra-
ram 32 tumores. O risco de tumores em ureterossigmoi-
dostomia foi 22 vezes e em cistoplastia 13 vezes maior,
estatisticamente significante do que em outras formas de
derivacdo urinaria continente como neobexigas (p<0,0001).
O risco de tumores em derivacoes ileocecal (1,26%) e de
neobexiga de colon foi 1,43%, significativamente maior
(p=0,0001) do que em neobexiga ileal (0,5%).

A abordagem em nosso trabalho para avalia-
cao da carcinogénese colorretal foi a pesquisa de focos de
criptas aberrantes (FCA). O FCA foi originalmente descrito
por Bird®, em ratos submetidos a carcinogénese quimica
de célon. Entretanto, alguns anos mais tarde, 0 mesmo
autor sugeriu, e outros autores concluiram que o foco de
criptas aberrantes na verdade faz parte da evolucédo se-
guencial da carcinogénese do célon, que pode se tornar
displasico podendo originar adenomas e carcinoma nesta
ordem, servindo, entdo, como modelo de lesdo precoce,
ou pré-neoplasica na carcinogénese colorretal . Os FCA
displasicos podem apresentar instabilidade de microssaté-
lite, metilagdo com silenciamento epigenético'. Por este
motivo, vem se consagrando como modelo para ensaios
com novas moléculas antineoplasicas, utilizando o modelo
em ratos submetidos a carcinogénese quimica'®'>.

Derivacdes urindrias seguem o curso deste mo-
delo de foco de cripta aberrante? Esta resposta poderia ser
interessante no momento que pudesse ser utilizada a pes-
quisa de FCA na avaliacdo clinica preventiva de pacientes
submetidos a derivacdes urindrias. FCA ocorreria em vesi-
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Figura 4 - A) Nimero de criptas aberrantes verificado no fragmento proximal
dos grupos |, I, Il e IV; B) Nimero de criptas aberrantes verificado
no fragmento médio dos grupos I, Il, lil e IV C) Nimero de criptas
aberrantes verificado no fragmento distal dos grupos I, I, lll e I; D)
Numero de criptas aberrantes verificado nos grupos |, I, il e IV,
considerando todos os fragmentos: proximal, médio e distal.

cossigmoidostomia em ratos? Nao ha relato na literatura.
E ainda mais, pode a L-lisina promover a carcinogénese de
célon e/ou bexiga submetida a derivacdo urinaria em ratas?
Esta ocorréncia é efetuada por agentes promotores em cé-
lulas iniciadas. Os promotores sdo capazes de levar células
iniciadas a proliferacdo e, com isso, desenvolver mutacoes
adicionais. Os promotores ndo sao capazes de produzir mu-
tacdo, mas a condicdo de manter a proliferacdo celular é
obrigatdria para que possam contribuir para a carcinogéne-
se's. Dornelas et al.3, em recente trabalho, constataram que
a L-lisina, tem acdo promotora da carcinogénese de bexiga
em ratos submetidos a carcinogénese quimica pelo BBN.

Em nosso estudo observaram-se raros FCA.
Nao foram encontradas multiplicidades de criptas aber-
rantes. Todos os FCA continham apenas uma cripta e ndo
havia displasias nos FCA. E ainda mais, apesar de haver
um numero de focos criptas aberrantes maior em ratos
submetidos a vesicossigmoidostomia, ndo ocorreu dife-
renca estatisticamente significante entre os grupos Il e lll,
portanto ndo ocorreu promocao de carcinogénese em ra-
tos tratados com L-lisina, e mais, foram observados FCA
em animais nao operados. Muito embora o significado do
encontro de FCA isolado, sem displasias, ainda seja des-
conhecido, existem relatos de involucdo de FCA. Também
foram descritos surgimento espontaneo de FCA em ratos
Fisher 344 sem uso de carcindgeno' '8, A dieta comer-
cial pode favorecer a inducao de FCA em animais modi-
ficados'®. E preciso salientar, que o tempo de observacao
em nosso experimento foi oito semanas. Alguns autores
constataram que a idade avancada em seres humanos,
pode influenciar no aparecimento espontaneo de FCA%.

Quando se analisa o grafico que mostra a presen-
ca de FCA no segmento proximal (Figura 4A) e nos segmen-
to médio, proximal e distal juntos (Figura 4D), nota-se que
existe um numero maior de FCA nos animais submetidos
a cirurgia tratados com L-lisina em relacdo aos que foram
apenas operados sem o tratamento com L-lisina. Entretanto
nao ocorreu diferenca estatisticamente significante.

O segmento vesical, por outro lado, mostrou-se
extremamente reativo quando submetido a derivacdo. Todos
0s animais operados apresentavam igualmente lesées histolo-
gicas no epitélio vesical de hiperplasia simples, papilar e nodu-
lar de células transicionais, papiloma de células transicionais e
metaplasia escamosa, lesdes estas ja descritas como sequen-
ciais na histogénese/carcinogénese vesical de roedores?'.
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Tabela 2 - Nimero de focos de criptas aberrantes encontrados em todos os segmentos nos grupos |, II, Ill e IV.

Segmentos Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Significancia
Mediana Mediana Mediana Mediana (Kruskal-Wallis)
(Intervalo interquartil) (Intervalo interquartil) (Intervalo interquartil) (Intervalo interquartil)

Proximal 0,0 3,0 0,0 0,0 P=0,2242
(0,00-2,50) (0,00-10,25) (0,00- 2,00) (0,00- 0,00)

Médio 0,0 0,0 0,0 0,0 P=0,4459
(0,00-0,00) (0,00- 1,50) (0,00-0,00) (0,00- 0,00)

Distal 0,0 0,0 0,0 0,0 P=0,1335
(0,00- 0,00) (0,00- 0,00) (0,00- 3,25) (0,00- 0,00)

Todos os 0,0 3,0 0,0 0,0 P=0,1477

segmentos (0,00-2,50) (0,00-12,25) (0,00- 4,25) (0,00-0,00)

Sais de calcio precipitam em pH alto e sais de
urato precipitam em pH baixo. A litiase urinaria no ho-

mem é muito frequente, porém a associacao entre litiase
e cancer de bexiga no homem é rara. Entretanto, em ra-
tos e camundongos, cristais e calculos urinarios aumen-
tam a probabilidade a carcinogénese vesical?>?3.

Sabemos que o epitélio vesical quando subme-
tido a processo irritativo mecanico, (célculos, corpo es-
tranho) e infeccdo de repeticdo, pode evoluir para lesdes
histologicas reacionais e também sequencial para a carci-
nogénese no homem.

O epitélio vesical é semelhante entre as espé-
cies. No entanto, existem diferencas anatémicas, que
podem explicar fisiopatologicamente a associacdo entre
calculo e carcinogénese em animais. Durante o esvazia-
mento vesical, o sistema urinario dos roedores estd na
horizontal e no homem esta na vertical. Quando a bexiga
contrai, toda ela se “enrruga”, exceto a regiao do trigo-
no. Quando existem calculos no interior da bexiga de ra-
tos, esses cristais soltos na parede anterior, com a contra-
cdo, promovem um dano de toda mucosa. Em humanos,
corpos estranhos se localizam no trigono, a regido que
nao contrai durante a miccdo. Com isso diminui o dano
na mucosa. Por essa mesma razao anatdémica, humanos
eliminam mais rapidamente os cristais que estdo no inte-

ABSTRACT

rior da bexiga. Os calculos no homem, quando causam
obstrucdo, causam dor, na maioria das vezes, e isso faz
com que seja providenciado tratamento e desobstrucao.
Dessa forma, fatores anatémicos podem tornar os roedo-
res mais susceptiveis a carcinogénese de bexiga?>%.

Nossos animais ndo possuiam o trigono vesical
funcionante. Fizemos ligadura do colo vesical, e o secciona-
mos, mas a bexiga ainda se manteve na posicdo horizontal
e sacular nao eliminando o contetdo vesical pelo reto. Isso
ocorreu com todos 0s animais operados do nosso experimen-
to, de forma semelhante (grupos Il e lll). Urina, fezes, infec-
cdo de repeticdo podem ter originado os diminutos calculos
e estes, as lesdes histoldgicas. Todos os animais apresentavam
no interior da bexiga diminutos calculos vesicais, e uma vez
gue a bexiga do animal se posiciona de forma ventral devido
ao deambular de quatro patas, mantém o estimulo irritativo
presente e constante, podendo explicar a magnitude das alte-
racoes histolégicas observadas em epitélio vesical.

Em conclusao, apesar de, estatisticamente, ndo
ter havido promocao de carcinogénese nos epitélios dos
ratos tratados com L-lisina, no tempo observado, é nitida
a histogénese da carcinogénese de bexiga em sua fase
inicial, no epitélio vesical, em todos os ratos operados,
estando esta provavelmente associada a infecgao cronica
e aos diminutos calculos vesicais.

Objective: to evaluate the effect of L-lysine in the bladder and intestinal epithelia in rats submitted to vesicosigmoidostomy. Methods: we
divided forty Wistar rats into four groups: group | — control group (Sham), group Il — submitted to vesicosigmoidostomy and treated with
L-lysine 150 mg/kg, group Il — submitted only to vesicosigmoidostomy; and group IV — received L-lysine 150 mg/kg. After eight weeks the
animals were sacrificed. Results: in the bladders of all operated animals we observed simple, papillary and nodular hyperplasia of transition-

al cells, transitional cell papillomas and squamous metaplasia. As for the occurrence of aberrant crypt foci in the colons of operated animals,

we did not observe statistically significant differences in any of the distal, proximal and medium fragments, or in all fragments together (p
= 1.0000). Conclusion: Although statisticallythere was no promotion of carcinogenesis in the epithelia of rats treated with L-lysine in the
observed time, it was clear the histogenesis of bladder carcinogenesis in its initial phase in all operated rats, this being probably associated

with chronic infection and tiny bladder stones.

Keywords: Lysine. Carcinogenesis. Urinary Bladder Neoplasms. Epithelium. Therapeutics.
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