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RESUMO - Racional - O refluxo duodenogastrico tem sido implicado como potencial carcinbgeno

para o estbmago e esdfago e é um dos fatores que podem explicar o desenvolvimento de
cancer no coto gastrico. Modelos experimentais de carcinogénese no estdmago ressecado
ou nas gastrojejunoanastomoses estdo bem definidos. Objetivos - Desenvolver um modelo
experimental de carcinogénese gastrica através de piloroplastia a Finney, avaliar a influéncia da
ingestéo de nitrito de sédio nesse modelo, analisar as concentracdes de acidos biliares e o valor
do pH géstrico. Métodos - Foram operados 110 ratos Wistar divididos em quatro grupos: Grupol
(15 ratos) submetidos a laparotomia (grupo Sham); Grupo I (15 ratos) submetidos a laparotomia
(Sham) e a ingestdo de nitrito de sodio na agua de beber; Grupo I (40 ratos) submetidos a
piloroplastia a Finney; Grupo IV (40 ratos) submetidos a piloroplastia a Finney e a ingestdo de
nitrito de sodio na dgua de beber. Apds 50 semanas da operacao, os ratos foram sacrificados,
coletadas amostras de suco gastrico para analise do pH, dosagem dos acidos biliares, e realizada
analise histologica. Resultados - A mortalidade pds-operatoriaimediata foi de 9% e, ao longo do
experimento, 10 ratos morreram. O grupo controle (I) ndo apresentou lesdes gastricas; o grupo
controle com nitrito de sédio () desenvolveu papilomas no pré-estbmago em 16.6%; os grupos
operados com piloroplastia apresentaram adenomas em 10,3% no Grupo I e 14,2% no Grupo
IV, e adenocarcinoma em 55,1%, no grupo I e 14,2% no Grupo IV. A implantacdo de glandulas
para dentro da submucosa e muscular, na zona de anastomose (implantacdo mucosa), ndo
foi critério suficiente para decidir sobre a malignidade das lesdes, sendo necesséria a presenca
simultdnea de atipias celulares. A concentragdo de acidos biliares do suco gastrico foi maior nos
Grupos Il e IV. A medida do pH gastrico ndo foi diferente nos grupos estudados. Concluséo -
1) A piloroplastia a Finney é modelo experimental adequado de carcinogénese gastrica; 2) ela
induziu refluxo duodenogastrico; 3) o refluxo duodenogastrico atuou como carcindégeno para
0 estdbmago; 4) ndo houve relacdo entre o pH géstrico e o desenvolvimento de carcinoma; 5) o
nitrito de sodio ndo atuou como carcindgeno para o estdbmago dos ratos.

ABSTRACT - Background: The duodenogastric reflux has been implicated as a potential

carcinogen for the stomach and esophagus and is one of the factors that may explain
the development of gastric stump cancer. Experimental models of carcinogenesis in the
stomach stump or in the duodenogastric anastomosis are well defined. Aim - To develop an
experimental model of gastric carcinogenesis through the Finney pyloroplasty, evaluate the
influence of ingestion of sodium nitrite in this model, analyze the concentrations of bile acids
and the pH of the stomach. Methods - A hundred and ten Wistar rats were operated and
divided into four groups: Group I (15 rats) underwent laparotomy (Sham group); Group II (15
rats) underwent laparotomy (Sham) and ingestion of sodium nitrite in drinking water; Group III
(40 rats) submitted to the Finney pyloroplasty and Group IV (40 rats) submitted to the Finney
pyloroplasty and ingestion of sodium nitrite in drinking water. After 50 weeks of surgery, the
rats were sacrificed and samples collected for analysis of gastric pH, dosing of bile acids and
histological analysis. Results - The immediate postoperative mortality was 9%, and during
the experiment, 10 rats died. The control group (I) did not show gastric lesions; the control
group with sodium nitrite () developed papillomas in the pre-stomach in 16.6%; the operated
groups with pyloroplasty had adenomas in 10.3% in Group II and 14.2 % in Group IV, and
adenocarcinoma in 55.1% in group I and 14.2% in Group IV. The implementation of glands
into the submucosa and muscle in the area of anastomosis (mucosa deployment) was not
sufficient criterion for deciding on the malignancy of the lesions, requiring the simultaneous
presence of atypical cells. The concentration of bile acids in gastric juice was higher in Groups
I and IV. The measurement of gastric pH was not different in both groups. Conclusion - 1)
The Finney pyloroplasty is suitable experimental model of gastric carcinogenesis; 2) it induced
duodenogastric reflux; 3) the duodenogastric reflux served as a carcinogen for the stomach; 4)
there was no relationship between pH and the development of gastric carcinoma; 5) sodium
nitrite did not act as a carcinogen for the stomach of rats.

C——
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INTRODUCAO

cancer gastrico é um dos problemas mais

importantes de saide em todo mundo. E

doenca com alta taxa de mortalidade com
sobrevida em cinco anos, menor que 20%.

Uma hipdtese que tem recebido consideravel
atencdo é a de que compostos N-nitrosos estejam
envolvidos na carcinogénese gastrica®?. Esta hipdtese
¢ sustentada por estudos experimentais em animais e
estudos epidemioldgicos, nos quais foram encontradas
associagdes positivas com o consumo de alimentos
preservados, defumados, curados e salgados® e
associacdes negativas com dietas ricas em frutas
e vegetais frescos que sdo ricos em carotendides
e antioxidantes como vitamina C&3. Em estudo
experimental ja foi demonstrado que o ascorbato
inibe a formacdo de compostos nitrosos, diminuindo
a inducdo de tumores?, e em estudo epidemioldgico,
que a dieta rica em ascorbato reduz o risco de cancer
géstrico®.

A formacdo enddégena de compostos N-nitrosos
pode ocorrer no estdmago quando ambos, uma amina
ou amida e um agente nitrosante como o nitrito,
nitrato ou 6xidos de nitrogénio, estejam presentes e é
bloqueada pelos agentes antioxidantes®.

Estudos clinicos em pacientes com risco elevado
de cancer gastrico tém encontrado dados que
sustentam a hipdtese da nitrosacdo enddgena. Caygill
et al” ao medir o pH, a concentracdo de bactérias
redutoras de nitratos, nitratos e nitritos no suco
géstrico em pacientes com o estdmago operado, com
anemia perniciosa e controles, encontraram resultados
que confirmam a hipdtese de que metabdlitos dos
nitritos, provavelmente compostos nitrosados, estao
relacionados ao risco excessivo de cancer nos pacientes
com acidez gastrica diminuida.

Em 1922, Balfour® descreveu, pela primeira vez,
um adenocarcinoma de coto gastrico, apds operagdo
por doenca péptica. Outros autores tém descrito este
cancer>*, que é definido como o carcinoma que
ocorre no estbmago remanescente, apds a resseccao
géstrica ter sido realizada por doenca benigna. Laténcia
minima de cinco anos, apos a operagao, é exigida para
evitar erro de diagnostico. Usando essa definicdo, a
prevaléncia do carcinoma de coto gastrico, segundo
a literatura, varia entre 0.8% a 8.9% dos pacientes
submetidos a resseccdes gastricas®®. Duas metanalises
mostram risco significativo de cancer gastrico, apds
gastrectomia com reconstrugdo a Billroth I ou Billroth II
que, se torna aparente 15 anos apds a operacao.

O refluxo duodenogastrico tem sido descrito como
causa da sindrome clinica chamada gastrite de refluxo
ou gastrite alcalina?®. A maior causa dele é operacdo
géstrica prévia, onde tenha ocorrido remocdo ou dano
ao esfincter pildrico; estd bem estabelecido que, nessas
intervencdes cirdrgicas, o excesso de refluxo duodenal
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bilio-pancreatico pode lesar a mucosa gastrica®**. O
refluxo duodenogastrico é, sob certo aspecto, um
evento fisioldégico normal no periodo pds-prandial ou
de jejum prolongado e, portanto, sua patogenicidade
depende do ritmo, volume e duragdo da exposicao
gastrica ao seu conteudo.

Estudos experimentais em ratos mostram que o
refluxo duodenogastrico produz adenocarcinoma no
estdmago glandular, carcinoma epiderméide no pré-
estbmago, e promove o aparecimento de eséfago
de Barrett, adenocarcinoma de eséfago e carcinoma
epidermdide de esOfago?0121825343537,

O carcinoma de estdbmago é um dos canceres
expontaneos mais raros em animais. Ndo existe
nenhuma cepa na qual o cancer gastrico se
desenvolva regularmente; somente casos raros e
isolados tém sido descritos®. O primeiro modelo que
desenvolveu adenocarcinoma gastrico em ratos usava
o carcinégeno N,N'-2,7-fluorenylenebisacetamida(2,7-
FAA)%. Sugimura e Fujimura®® relataram, em 1967,
que o N-Methil-N'-nitro- Nitrosoguanidina (MNNG)
é efetivo na producdo de adenocarcinoma gastrico
e este tem sido o carcinégeno mais amplamente
utilizado na inducdo desses tumores para estudos
do desenvolvimento histopatolégico e de fatores
moduladores da carcinogénese.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) desenvolver
modelo experimental de carcinogénese gastrica em
ratos operados com piloroplastia a Finney; 2) avaliar a
influéncia da ingestdo de nitrito de sédio na agua de
beber; 3) analisar as concentracdes de acidos biliares
e valor do pH gastrico em ratos com piloroplastia a
Finney ou laparotomia e submetidos ou ndo a ingestao
de nitrito de sédio.

METODOS

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 seis semanas de vida os animais foram
transferidos para o Biotério da Divisdo de Produgao
e Experimentagdo Animal da Fundacdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude para adaptagdo por
duas semanas. Os animais foram mantidos em caixas
plasticas, 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 diarios de 12 horas de luz, sob
fluxo continuo de are a temperaturaambiente. Eles eram
pesados a cada quatro semanas, durante o experimento.
Todos os itens pertinentes ao experimento, como
aquisicao, transporte, condi¢cdes do biotério, nutricao,
cuidados veterinarios e registros, foram seguidos de
acordo com os Principios Internacionais Orientadores
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para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais e os
pesquisadores procuraram tratar os animais 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.

Alimentacao e agua

Osanimais foram alimentados, desde o nascimento
até 21 dias de vida, com aleitamento materno. Apds
esse periodo, com agua e ragdo para roedores "ad
libitum". A racdo era trocada duas vezes por semana.
A agua de beber provinha da rede de abastecimento
de Porto Alegre e era trocada a cada dois dias. O nitrito
de sédio era diluido na dgua de beber na dose de 3 g/I
e oferecido como Unica opcao de ingestdo hidrica aos
animais dos Grupos II e 1V, a partir da 12. semana de
vida até o final do experimento. A solucdo de nitrito de
sédio era conservada em refrigerador entre 8° e 11° e
trocada duas vezes por semana.

Delineamento experimental

O experimento consistiu na realizagdo de operagao
(laparotomia ou piloroplastia) em associa¢do, ou nao,
com o uso de nitrito de sédio na dgua de beber. Os 110
ratos foram distribuidos em grupos assim constituidos:
Grupo I - submetido a laparotomia com manipulagdo
de alcas (grupo Sham), recebia somente dgua durante
todo o experimento; Grupo II - submetido a laparotomia
com manipulacdo de alcas (Sham) recebia nitrito de
sédio diluido na dgua de beber a partir de trés semanas
apods a operacao e durante todo o experimento; Grupo
Il - submetido a piloroplastia tipo Finney, recebia
somente agua durante todo o experimento; Grupo IV
- submetido a piloroplastia tipo Finney, recebia nitrito
de sodio diluido na agua de beber durante todo o
experimento.

Procedimento cirurgico e manuseio das amostras

As operacbes foram realizadas em todos os
grupos, quando os ratos atingiam oito semanas de
vida, com peso médio entre 250 g e 350 g. Apds jejum
de 12 horas para racdo e agua, eles eram anestesiados,
através de injecdo intramuscular de cloridrato de
zolazepam e cloridrato de tiletamina na dose de 50
mg/kg. ApOs realizagdo de tricotomia, os animais
eram colocados sobre uma placa cirlrgica e realizada
antissepsia com alcool iodado. Iniciava-se, entdo, o
procedimento, com uma incisdo mediana e abertura da
cavidade abdominal.

Nos grupos Sham, apds a abertura da cavidade,
realizava-se a manipulacdo das visceras abdominais e
fechamento da incisdo, com sutura continua com fio
de nylon.

Nos grupos de piloroplastia, apds a abertura da
cavidade procedia-se a tracdo leve do estdmago no
sentido caudal, proporcionado perfeita identificagdo
do esbdfago terminal, pré-estbmago, estdmago
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glandular e todo o duodeno. Realizava-se uma sutura
continua seroserosa unindo a parede anterior do
antro pré-pilérico (grande curvatura) com a primeira e
segunda por¢des do duodeno. A seguir, era feita uma
incisdo paralela as linhas da sutura na parede gastrica
e duodenal e na extremidade superior através do
piloro, de modo que a incisao ficava parecendo um "U"
invertido. A sutura total, unindo estdmago e duodeno,
iniciava na extremidade superior da sutura seroserosa,
vindo para baixo até a extremidade das incisdes e,
depois, continuando para cima unindo o bordo direito
do duodeno com o bordo esquerdo da parede gastrica
- operagdoa chamada piloroplastia de Finney (Figura
1). Todas as suturas no estdbmago e duodeno foram
realizadas com fio de prolene n°® 7-0 cardiovascular.

FIGURA 1 - Modelo de piloroplastia realizada nos Grupos Il e IV

No pods-operatério, os animais ficavam sem
receber dgua por 12 e ragdo por 24 horas.

Quando completaram 50 semanas de pos-
operatério eles eram sacrificados, através de inalagdo
de éter etilico em campanula fechada, de forma
indolor. O tempo decorrido entre a morte do animal
e a necropsia nunca excedeu a cinco minutos. Uma
incisdo mediana era feita desde o apéndice xifoide
até o pubis, procedia-se a ligadura do duodeno, logo
apds a anastomose, e a coleta de suco gastrico para
analise. Ampliava-se a incisdo em direcao cranial com
resseccao do plastrdo condroesternal. Realizava-se a
liberacdo do estdmago, duodeno, jejuno proximal e
esdfago toracico até a regido cervical com resseccao,
em bloco, do esdfago, estdbmago e duodeno. Os
conjuntos eram abertos através de incisdo ao longo da
grande curvatura gastrica, lavados em agua corrente,
estendidos sobre cartolina e fixados com alfinete. Apds
identificacdo fotografica, todos os espécimes eram
colocados, um a um, em frascos com formol a 10% para
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posterior descricdo macroscopica.

Apo6s a ligadura do duodeno, para que nao
houvesse refluxo devido a manipulacdo, realizava-se
entubacdo oroesofagogastrica com sonda de nelaton n®
12 e instilagdo de 5 ml de solucdo salina no estdmago.
O conteldo gastrico era aspirado e colocado em dois
frascos identificados e armazenados em freezer a -70°C
para posterior analise do pH e concentracdo de acidos
biliares.

A andlise do pH era realizada no Laboratério
de Fisiologia Digestiva do Instituto de Biociéncias da
UFRGS, através de um pHmetro B374 marca micronal.

A dosagem dos é&cidos biliares era realizada
no Laboratério de Pesquisa do HCPA, através do kit
Bele Acids fornecido pelo laboratério Sigma que usa
método colorimétrico e enzimatico pela enzima 3-alfa-
Hydroxysteroid dehydrogenase conforme técnica
descrita por Fausa e Skalhegg®.

O exame macroscépico foi realizado com o
auxilio de uma lupa. O numero, tamanho, posicao
e caracteristicas de cada lesdo foram anotados.
Para descricdo utilizou-se a terminologia anatomica
proposta por Robert?.

ApOs a observagao macroscépica, o estbmago era
seccionado em sentido tangencial ao seu maior eixo
e incluidos em parafina cortes do eséfago (1/4), pré-
estdmago (2/4), estbmago glandular (anastomose -
3/4) e duodeno(4/4). Os cortes histoldgicos, de quatro
micrOmetros de espessura, cortados em micrétomo
Aotec, com navalhas descartaveis, foram corados por
hematoxilina-eosina.

Os cortes histoldgicos foram todos examinados
em microscopio Optico comum, por um mesmo
patologista que desconhecia o tipo de tratamento
realizado no espécime em estudo. As alteragdes
histopatoldgicas foram classificadas como: 1) estbmago
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 piléricas,
fundicas ou cardicas, dependendo da zona estudada;
2) gastrite cronica: leve - pequeno numero de células
inflamatdrias mononucleares (linfécitos e plasmacitos)
na mucosa e/ou lamina prépria; moderada - nimero
de células inflamatdrias maior; acentuada - numerosas
células inflamatérias disseminadas pela mucosa; 3)
Ulcera: padrdao morfolégico de reagdo inflamatédria
que se caracteriza por defeito local ou escavacdo, com
perda de substancia, comprometendo toda a espessura
do epitélio, com necrose no fundo; 4) hiperplasia
epitelial escamosa: espessamento do epitélio as custas
do aumento do numero de células; 5) hiperplasia
glandular: proliferacdo da mucosa glandular sem atipia
ou destruicdo da arquitetura tecidual; 6) implantacao
de mucosa: aparecimento de glandulas benignas,
abaixo da submucosa ou muscular da mucosa na zona
de anastomose, por invaginacao ou implantagdo, sem
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evidéncia de atipias; 7) granuloma de corpo estranho:
agregado de macrofagos ao redor de particula estranha
(fio cirdrgico) formando granuloma; 8) papiloma
escamoso: neoplasia benigna do epitélio escamoso,
geralmente de padrdo exofitico, com hiperplasia
epitelial e queratinizagdo; 9) adenoma: neoplasia
benigna do epitélio glandular, geralmente de padrao
de crescimento exofitico. H4 aumento do numero de
glandulas bem organizadas e atipia celular minima,
sem qualquer sinal de invasdo da camada basal; 10)
displasia: leve (baixo grau) - alteragdo das camadas
celulares basais, atingindo até um ter¢o da espessura
do epitélio, com nucleos pleomorficos ocorrendo
mitoses no terco inferior do epitélio, fora da camada
basal; acentuada (alto grau) : as altera¢des displasicas
atingem toda espessura do epitélio, que é composto
de células marcadamente anormais com polaridade
nuclear perdida; 11) adenocarcinoma: neoplasia
maligna de epitélio glandular, com estrutura glandular
relativamente preservada, polimorfismo nuclear,
aumento da atividade mitética e mitoses atipicas, com
atipias celulares e com invasao da membrana basal.

Depois de realizada a tabulagdo, os dados foram
classificados em seis estagios, em ordem crescente,
sempre conforme a maior severidade do diagndstico
de cada peca em estudo: 1) estagio 1. esdfago e
estbmago normais, gastrite leve e moderada; 2)
estagio 2: hiperplasia epitelial, hiperplasia glandular,
gastrite acentuada e Ulcera; 3) estagio 3: granuloma
de corpo estranho e implantagdo mucosa; 4) estagio 4:
papiloma e adenoma; 5) estagio 5: displasia; 6) estagio
6: adenocarcinoma.

Anélise estatistica

Foram utilizados os seguintes testes: Qui-
quadrado para comparar proporcdes entre mais do que
dois grupos, com correcao de Yates para comparagoes
entre os grupos 2 a 2; teste de Kruskal-Wallis para
comparar dados continuos e variaveis ordinais entre
mais do que dois grupos; teste de Mann-Whitney para
comparar dados continuos e variaveis ordinais entre
grupos individuais. O nivel de significancia utilizado
foi de 5%. Os dados das varidveis concentracdo de
acidos biliares e pH, por apresentarem distribuicdo
assimétrica, foram expressos através da mediana e a
medida de dispersado utilizada foi a amplitude entre
quartis (AEQ vs percentil 25 e percentil 75) O banco de
dados foi convertido para analise no pacote estatistico
SPSS versao 8.0 para Windows.

RESULTADOS

Desenvolvimento do experimento

Foram operados um total de 110 ratos, destes 10
(9%) morreram no pods- operatorio imediato. A causa
da morte foi dilatagdo gastrica sem causa definida
em trés ratos, perfuracdo do pré-estbmago em dois
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e indeterminada em cinco. Dez animais morreram
durante o desenvolvimento do experimento, sendo
um do Grupo [, trés do Grupo II, trés do Grupo IIl e
trés do Grupo IV. Em quatro identificou-se infecgao,
provavelmente fungica, no pulmao e nos outros casos
ndo foi possivel determinar a causa da morte. Os
noventa ratos restantes sobreviveram até 50 semanas
e sdo o objeto deste estudo.

As variacdes do peso no decorrer do experimento
ndo apresentaram diferenca entre os grupos.

As alteracbes macroscdpicas encontradas no
esdfago, estbmago e duodeno dos ratos estdo
descritas na Tabela 1. Somente um rato apresentou
alteragdo macroscopica no esdfago, uma Ulcera de
terco médio e esb6fago terminal. Nesse caso havia
obstrugdo total do transito devido a tumor gastrico
e refluxo de conteldo para o es6fago com dilatagdo
dele. Os tumores de estdbmago foram assim definidos,
quando eram maiores ou iguais a 1,5 cm de diametro
e quando apresentavam aspecto nacarado sugestivo
de malignidade; todos eram tumores parcial (11) ou
totalmente (1) obstrutivos.

TABELA 1 - Macroscopia nos diferentes grupos

Grupo I Grupo Il GrupoIll GrupoIV TOTAL

(N=14) (N=12) (N=29) (N=35) (N=90)

Normal 14 12 7 20 53
Ulcera de eséfago 0 0 1 0 1
Ulcera gastrica 0 0 2 0 2
e 0 0 9 8 17
anastomose

UG 0 0 11 1 12
estomago

Ulcera duodenal 0 0 4 2 6
Granuloma de 0 0 5 7 9

corpo estranho

As alteragdes microscédpicas estdo descritas na
Tabela 2. Nao estdo descritos os achados dos eso6fagos
porque, a excecdo do caso de Ulcera esofagica cuja
microscopia correspondia também a Ulcera, todos foram
considerados normais. No grupo controle (I), todos os
estdbmagos foram considerados como histologicamente
normais (estagio 1). No grupo controle com nitrito de
sédio (), 83,4% dos estdbmagos foram considerados
normais (estagio |) e 16.6% desenvolveram papilomas
no pré-estbmago (estdgio 4). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre estes dois grupos.
Pode-se notar que houve desenvolvimento de
adenocarcinoma (estdgio 6) no estdmago dos ratos
submetidos a piloroplastia (Grupos III e 1V).

No grupo submetido a piloroplastia isolada
(Grupo III), em 10 ratos (34,4%) o achado histoldgico
foi considerado normal (estagio 1); trés ratos (10,3%)
desenvolveram adenomas (estagio 4) e 16 (55,1%)
adenocarcinoma. Comparando-se o Grupo III com
os Grupos I e II, encontrou-se diferenca significativa
(p=0.0001).

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

. Estagio
o
Grn® Experimento n 1 5 3 2 5 5
I Laparotomia 14 2% 0 0o 0 o0 0
P (100%)
Laparotomia + 10 2
i nitrito de soddio (834%) 0 0 (16,6%) 0 0
. . 10 3 16
11 Piloroplastia 29 (344%) 0 0 (103%) 0 (551%)ab
Piloroplastia + 12 2 10 5 1 3
Nitrito de sédio (G42%) (57%) (285%) (142%) (8% °1H2%K

No grupo submetido a piloroplastia e que recebeu
NaNO2 na dgua de beber (Grupo IV), em 12 ratos (34,2%)
o achado histologico foi considerado normal; em dois
(57%) foram encontradas alteracbes inflamatdrias
reacionais como Ulcera, gastrite acentuada, hiperplasia
glandular e epitelial (estagio 2); 10 (28,5%) apresentaram
implantagdo mucosa e granuloma, de corpo estranho,
na zona de anastomose (estagio 3); cinco (14,2%)
desenvolveram adenomas (estagio 4); em um rato
(2,8%) foi encontrada displasia de alto grau (estagio 5);
cinco (14,2%) desenvolveram adenocarcinoma gastrico
(estagio 6). A diferenca foi significativa entre o Grupo IV e
o Grupo I, p=0.0001, e o Grupo III, p=0.01. Comparando
o grupo III e o grupo IV, a diferenca também foi
significativa, p=0.03. Nao foi encontrada metaplasia
intestinal. Todos os adenocarcinomas eram do tipo
intestinal, bem ou moderadamente diferenciados.

N&o foram reconhecidas metastases nos animais
que desenvolveram adenocarcinoma, bem como
tumores de intestino delgado, figado ou colons.

Concentracao de acidos biliares e pH

O valor do pH e a concentracdo de acidos biliares
no suco gastrico estdo demonstrados nas Figuras 2 e 3,
respectivamente. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no valor do pH entre os grupos; a mediana

10
*

*

 —-—

FIGURA 2 - Gréfico de box-plot, comparando o valor do pH nos
diferentes grupos. A mediana é representada pela linha
horizontal central do box (em negrito) e os quartis inferiores
(P25) e superior (P57) pelas linhas inferiores e superiores
que delimitam o box. Os valores minimos e maximos
sdo representados pelas linhas verticais que saem do box
(whiskers) e os valores discrepantes estdo assinalados por ©
e * Nao houve diferenca significativa entre os grupos
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FIGURA 3 - Gréfico de box-plot, comparando concentragdo
de acido biliares diferentes grupos. A mediana é
representada pela linha horizontal central do box
(em negrito) e os quartis inferiores (P25) e superior
(P57) pelas linhas inferiores e superiores que
delimitam o box. Os valores minimos e maximos
sdo representados pelas linhas verticais que saem
do box (whiskers) e os valores discrepantes estdo
assinalados por © e *. Grupo IV > I e II, p=0,01

foi 2.9 (Grupo I), 2.6 (Grupo H), 3.2 (Grupo III) e 2.6
(Grupo 1IV). A concentracdo de acidos biliares no
suco gastrico foi significativamente maior no Grupo
IV (mediana 255 mol/l) em relacdo aos Grupos I (22
mol/l') ( p=0.002) e II (76.5 mol/l') ( p=0.01). A Figura
4 demonstra a concentracdo dos acidos biliares nos
casos com tumores obstrutivos, ou ndo, nos diferentes
grupos. No Grupo III, a mediana da concentracdo dos
acidos biliares foi 59 mol/l no geral. Analisando-se
somente os casos com tumores, parcial ou totalmente
obstrutivos, verifica-se que a mediana caiu para 25
mol/l e nos casos sem obstrucdo ela foi de 114 mol/I.

2000

1000 =
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Grupol  Grupoll

Grupolll  Grupo IV
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FIGURA 4 — Gréfico de box-plot, comparando concentracdo de acido
biliares nos ratos com ou sem tumores obstrutivos,
nos diferentes grupos. A mediana é representada pela
linha horizontal central do box (em negrito) e os quartis
inferiores (P25) e superior (P57) pelas linhas inferiores e
superiores que delimitam o box. Os valores minimos e
maximos sdo representados pelas linhas verticais que
saem do box (whiskers) e os valores discrepantes estdo
assinalados por ® e *. Grupo IV > I eI, p=0,01
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DISCUSSAO

Existem evidéncias de que o carcinoma no
estbmago operado e o cancer no estbmago virgem
de operacdo possuem processo carcinogénico
semelhante, baseadas em aspectos clinicos, achados
histopatoldgicos e alteragdes do gene p53 comuns a
ambos®’. Estudos que avaliaram aspectos genéticos,
biologia molecular e infeccdes em carcinomas de
estdmagos operados ou nado, encontraram diferenca
com relacdo a infeccdo por H. pylori e virus Epstein-
Barr, sugerindo que possam existir alguns fatores
etioldgicos diferentes?**. O estudo da carcinogénese
no estdmago operado e de seus fatores etioldgicos
pode levar a esclarecimentos sobre os mecanismos de
desenvolvimento e progressdo do cancer gastrico.

Revisando a literatura, verificou-se que tém sido
utilizadas diferentes técnicas cirlrgicas na inducdo
de canceres gastricos. Técnicas com resseccdo
gastrica e reconstru¢do do transito gastrointestinal
proporcionando refluxo duodenogastrico de varias
intensidades e técnicas onde ndo é ressecado o
estdbmago, mas existe refluxo de contedldo duodenal, tem
incidéncias de adenocarcinoma variando em até 71%.
Neste estudo, realizou-se a piloroplastia pela técnica
descrita por Finney, a qual consiste em uma anastomose
entre o estdmago e a primeira por¢do do duodeno,
proporcionando ampla comunicacdo e, teoricamente,
grau de refluxo aumentado. N&o encontrou-se na
literatura nenhuma referéncia que houvesse utilizado
esta técnica cirurgica na indugédo de tumores gastricos.
Em gastroenteroanastomose o suco duodenal passa
necessariamente pela zona de anastomose para seguir o
transito e na piloroplastia ndo existe esta obrigatoriedade.
Portanto, poder-se-ia 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 III e
14,2% no Grupo IV.

Os grupos controles usados nesses estudos
experimentais tém sido constituidos de duas maneiras:
ratos submetidos a laparotomia exploradora com
manipulacdo de visceras® e laparotomia com
gastrotomia?!. Em ambos os casos nao se tém encontrado
alteracdes significativas na mucosa gastrica. Nishidoi, Koga
e Kaibara?” utilizaram um grupo com gastrotomia e um
controle, nos ratos que receberam o carcindgeno MNNG,
o carcinoma se desenvolveu no estdbmago glandular
longe da cicatriz de gastrotomia. Taylor et al.3> estudaram
as altera¢des encontradas na gastroenteroanastomose e
na gastrotomia sequencialmente em ratos sacrificados
a cada oito semanas, pelo periodo de 56 semanas
e encontraram adenocarcinoma nos ratos com
gastroenteroanastomose com 32, 48 e 56 semanas.
Analisando o indice de labilidade celular observaram
proliferacdo celular aumentada na mucosa gastrica
adjacente a anastomose quando comparada a zona
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préxima a cicatriz de gastrotomia e sugerem que o refluxo
duodenogastrico esta 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 aparecem na area anastomotica, o que
parece deixar clara relacdo com a operacdao. No entanto,
somente a gastrotomia nao induz lesdo proliferativa ou
cancer e nenhum autor encontrou esse tipo de lesdo nos
ratos onde foi feita reconstrucao a Billroth I com alca em
Y-de-Roux, 0 que sugere que a operacao nao é estimulo
suficiente, sendo necessaria a presenca do suco duodenal
para o desenvolvimento de lesdes proliferativas.

Os critérios histolégicos para o diagnostico das
lesbes na zona cicatricial da anastomose precisam
ser bem definidos. As caracteristicas anatomicas
de arquitetura da parede gastrica e duodenal sdo
destruidas pela seccdo cirlrgica; nesse processo é
destruida a camada muscular da mucosa, uma das
referéncias para o critério de invasdo epitelial. Alguns
autores tém considerado somente os critérios de
invasdo de submucosa ou muscular para definir como
adenocarcinoma a proliferacdo glandular excessiva?.
Outros, consideram  absolutamente  necessarios
padroes rigidos, baseados em critérios citoldgicos,
para diferenciar as distopias intramucosas causadas
pelo traumatismo cirtrgico dos carcinomas genuinosé.
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.Y” definem a invaginagdo de mucosa glandular para
dentro da submucosa, subserosa ou muscular na
zona de anastomose como “mucosa implantada”. Nos
casos em que ocorreu essa invaginacao de glandulas
para baixo da muscular, havia padrdo de fibrose
concéntrica ao redor da mucosa com tecido cicatricial
e, invariavelmente, granuloma de corpo estranho; esses
casos foram classificados como estagio 3.

Padrdo semelhante na zona de anastomose foi
descrito por Schlake e Nomura3! analisando o estémago
de ratos submetidos & resseccdo 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 poélipo adenomatoso perianastomotico, que
tem como precursor o adenoma; o crescimento de
adenocarcinoma orientado para a serosa, que tem como
precursor a proliferacdo adenocistica intramural. Todos
os adenocarcinomas encontrados neste experimento
apresentavam caracteristicas polipodides com
crescimento exofitico, infiltrando a parede gastrica, mas
nenhum chegava até a serosa. No Grupo IV, somente
em cinco ratos foi encontrado adenocarcinoma mas,
considerando-se as vias de desenvolvimento de cancer
no estdbmago operado de ratos, os cinco adenomas e um
caso de displasia de alto grau poderiam ser classificados
como lesdes pré-malignas.

A dosagem do pH e da concentragdo de acidos
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biliares foi utilizada para que se pudesse avaliar se o
modelo produziu, na pratica, o refluxo duodenogastrico
esperado. A concentracdo total de acidos biliares
no conteludo gastrico dos ratos do Grupo IV foi
significativamente maior do que nos Grupos I e II
(p=0.002; p=0.01) confirmando a ocorréncia de refluxo
duodenogastrico. No Grupo IIl embora a concentragdo
de acidos biliares tenha sido alta, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para com os grupos
controles (I e II). No Grupo III, 37,9% dos ratos
apresentaramtumorestotal ouparcialmente obstrutivos,
0 que pode ter dificultado e diminuido o refluxo no
momento da coleta de suco gastrico. Comparando as
concentracdes de acidos biliares no contelddo gastrico
dos ratos do Grupo III onde havia tumores obstrutivos
e tumores ndo obstrutivos ou outras alteracées foram
encontradas concentragdes mais altas nestes ultimos.
Com medidas seriadas dos acidos biliares, durante
o desenvolvimento do experimento, provavelmente
seriam encontrados valores elevados em estagios mais
precoces, quando ainda nao se haviam desenvolvido
os tumores. A mediana do valor de pH variou de 2,9
a 3,2 e ndo foi observada diferenca significativa entre
0s grupos. Embora no Grupo III, onde houve a maior
incidéncia de carcinoma, tenha se encontrado a maior
mediana (3.2), ndo houve diferenca entre o pH gastrico
dos ratos que desenvolveram adenocarcinoma e os que
nao desenvolveram alteracdes malignas, o que esta de
acordo com a literatura. Embora a proliferacdo de
bactérias redutoras de nitritos possa ser quantificada,
nao foi objetivo deste estudo avalia-la pois oferecemos
0 agente nitrosante (nitrito de sédio) na agua de beber.

A inducdo de tumores pelo nitrito de sddio
(NaNO2) poderia ser causada pela nitrosacdo in
vivo de aminas ou amidas. A nitrosacdo de aminas é
proporcional a concentragdo de nitritos e, portanto,
a concentracdo pode ser critica na avaliagdo da
carcinogenicidade. A dose letal para 50% dos ratos é
de 180 mg/kg/peso e a metahemoglobinemia é usada
como indice de toxicidade. Utilizou-se a concentracdo
maxima de NaNO2 tolerada pelo rato, 3 g/l e nao
observou-se metahemoglobinemia.

Os trabalhos que estudaram a carcinogénese
experimental dos nitritos apresentam resultados
controversos. Neste modelo, o nitrito de s6dio oferecido
na agua de beber ndo induziu desenvolvimento de
adenocarcinoma de estdbmago dos ratos operados com
laparotomia. Andreollo et al.! encontraram carcinoma
em 5,6% dos ratos operados com gastrojejunostomia
ou gastrectomia com resseccdo a BII associadas a
vagotomia troncular, acompanhados por oito meses, e
que receberam nitrito de potassio na dgua de beber.
Em extensa revisdo sobre nitritos, nitratos e compostos
nitrosos, Gangolli et al.!' concluiram que ndo existem
evidéncias nos estudos experimentais de que o nitrito
seja carcindégeno para animais.

Ao comparar-se o Grupo IIl e o Grupo IV, que s6
diferem no desenho experimental devido a ingestdo
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de nitrito de sddio na dgua de beber, observou-se que
houve diferenca significativa nos achados histolégicos.
O grupo que recebeu nitrito de sédio (IV) teve incidéncia
menor de adenocarcinoma (estdgio 6) e maior de
alteracdes pré-malignas como adenomas e displasia
(estdgio 4 e 5). Parece que o nitrito ndo potencializou a
carcinogénese induzida pelo refluxo duodenogastrico
ou, entdo, prolongou o processo carcinogénico e o
tempo de seguimento do experimento nao foi suficiente
para desenvolvimento de adenocarcinoma no Grupo IV.
No microambiente gastrico, em ratos, com pH abaixo
de 5, o nitrito desaparece rapidamente e sua destruicao
¢ acelerada pela presenca de alimento. Por outro lado,
sabe-se que para o nitrito ser um agente nitrosante, ele
precisa ser acidificado para formar HNO2?*. Além disto,
o rato é capaz de sintetizar o acido L-ascorbico, o qual
é efetivo em bloquear a nitrosacdo intragastrica. Talvez,
nesse experimento, o nitrito tenha sido eliminado
antes de poder interagir com os acidos biliares. Ndo foi
dosada a excrecdo urinaria de nitritos e a concentragao
de compostos nitrosados no suco gastrico, mas parece
ndo ter ocorrido nitrosacdo intragastrica nesse modelo.
O refluxo duodenogastrico induzido através
de piloroplastia de Finney, teve efeito carcinogénico
no estdbmago glandular dos ratos. A composicdo do
conteudo refluido pode ser a chave para explicar esse
efeito. As enzimas pancreaticas podem lesar a barreira
da mucosa gastrica, deixando as células expostas para
potenciais carcindgenos. Antes da secrec¢do no trato biliar,
98% dos é&cidos biliares sdo conjugados com taurina
e glicina, o que aumenta a solubilidade dos mesmos.
Os acidos biliares sollUveis podem entrar nas células
da mucosa quando estdo em sua forma lipofilica ndo
ionizada, isto €, em um pH entre 2 e 5. Estudos mostram
gue o acumulo intracelular de &cidos biliares é dirigido
pelo gradiente de pH entre o meio acido luminal e 0 meio
neutro citoplasmatico, ou seja, o acimulo intracelular é
maior e ocorre mais rapidamente no pH mais acido.
Existem evidéncias de dano molecular causado
pela bile, através da quebra de DNA, aumento da
proliferacdo celular medido pela citometria de fluxo
e pelo antigeno de proliferacdo nuclear, alteragdes
na apoptose celular, e de dano tecidual através da
diminuicao na atividade da enzima anidrase carbdnica,
que é uma enzima protetora celular presente em alta
concentra¢do na mucosa gastrica normal.

CONCLUSOES

A piloroplastia a Finney, sem necessidade de
carcindbgeno externo, € um modelo experimental
adequado de carcinogénese gastrica em ratos e ela
causou refluxo duodenogastrico; este refluxo atuou
como carcindgeno para o estomago. Ndo houve
relacdo entre o pH gastrico e o desenvolvimento de
adenocarcinoma. O nitrito de sédio ndo atuou como
carcindgeno para o estdmago.
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