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RESUMO

ARAUJO, José Carlos Ribeiro de. Influéncia do refluxo duodenogastrico nas
alteracdes histolégicas da mucosa gastrica em ratos infectados por
Helicobacter pylori: modelo experimental. 2013. 54f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro; Universidade Federal do
Maranhao, Sao Luiz, 2013.

O Helicobacter pylori, é tido como o principal fator de risco para o carcinoma
gastrico. Diferentes estudos experimentais em animais procuram relacionar essa
carcinogénese a outros fatores carcind0genos sem sucesso. Neste estudo, procurou-
se avaliar-se em ratos, se ha correlagdo entre o refluxo duodenogastrico, o
Helicobacter pylori e o desenvolvimento do cancer gastrico ou de seus precursores.
Para tal, realizou-se nos trés grupos de ratos (n de dez por grupo) as técnicas de:
piloroplastia precedida de infec¢do, gastrectomia subtotal precedida de infeccdo e
um grupo no qual foi praticada apenas a infec¢cdo. Apois seis meses, analisou-se as
alteracdes da mucosa, comparando-se o0s trés grupos. As alteracdes da mucosa
pesquisadas foram as seguintes: gastrites, metaplasias, displasias e neoplasias
epiteliais. Ao término do estudo, foi encontrado, no grupo submetido a piloroplastia
precedida de infeccdo um alto percentual de alteracdes epiteliais. Conclui-se que, no
rato, a operacédo de piloroplastia, levou ao maior desenvolvimento da populacdo do
Helicobacter pylori, que se relaciona com as lesdes pré- malignas e o
adenocarcinoma gastrico.

Palavras-chave: Cancer gastrico. Helicobacter pylori. Refluxo duodenogastrico.

Gastrites.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is considered the main risk factor for gastric carcinoma.
Different experimental studies in animals seek to relate this carcinogenesis to other
carcinogenic factors without success. This study sought to evaluate in rats, if there
was a correlation between duodenogastric reflux, Helicobacter pylori and the
development of gastric cancer or its precursors. To this end, it was carried out in
three groups of rats the techniques: pyloroplasty, subtotal gastrectomy and only
infection. After six months, the changes in mucosa were analyzed comparing the
three groups. The mucosal changes reseached were: gastritis, metaplasia, dysplasia
and epithelial neoplasms. At the end of the study, was found in the group that
underwent pyloroplasty a high percentage of epithelial alterations and these
correlated with the population of Helicobacter pylori. It is concluded that in the rat, the
operation of pyloroplasty led to increased colonization of the population of
Helicobacter pylori and is related with the development of benign lesions and gastric
cancer.

Keywords: Gastric cancer. Helicobacter pylori. Duodenogastric reflux. Gastritis.
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INTRODUCAO

O céancer gastrico um problema de saude mundial, continua a ser a
neoplasia maligna mais frequente do aparelho digestivo no ser humano, além de ser
a segunda causa mais comum de 6bito por cancer no mundo, principalmente entre
os idosos (PARKIN et al., 2005; HU et al., 2012). Possui progndstico reservado, pois
seu diagnostico geralmente € feito na fase avancada de progressao da doenca (LIU
et al.,, 2012), apesar dos avancos tecnologicos permitirem o diagnostico mais
precoce e conhecimento das técnicas cirdrgicas mais avancadas, promoverem
resseccdes curativas ou potencialmente curativas (KATSUBE et al., 2009; NAKA et
al., 2012).

O adenocarcinoma representa 90%-95% dos tumores malignos desse
orgdo, sendo classificado com base em aspectos histopatolégicos nos tipos
intestinal e difuso. Apesar de, teoricamente, qualquer tipo de célula poder
transformar-se em um carcinoma, outras células gastricas, que ndo as glandulares,
raramente transformam-se em neoplasias malignas (CREW; NEUGUT, 2006). Entre
eles esta o tecido linfoide associado a mucosa (MALT) (GISBERT; CALVET, 2011),
tumores carcinoides (SANCHEZ-FAYOS et al., 2008) e os fibroblastos (SUNG et al.,
2011).

A incidéncia de cancer gastrico varia em diferentes partes do mundo, com
as maiores taxas documentadas no Leste da Asia, Europa Oriental e América do
Sul, enquanto a América do Norte e na Africa mostram as taxas mais baixas
registradas. O cancer de estbmago € o quinto cancer mais comum na Europa, com
159,900 novos casos e 118,200 6bitos reportados em 2006 (NAGINI, 2012). No ano
de 2012, estimou-se, para o Brasil, 12.670 casos novos de cancer do estbmago em
homens e 7.420 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de
13 casos novos a cada 100 mil homens e 7 a cada 100 mil mulheres (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2012).

VariagOes significativas na incidéncia de céancer géastrico tém sido
observadas entre diferentes grupos étnicos vivendo na mesma regido; Africano-
americanos, hispanicos e 0s nativos americanos sao mais afetados do que os
brancos nos Estados Unidos. No entanto, a distribuicdo geogréfica do cancer
gastrico ndo pode ser atribuida somente a diferencgas raciais. Habitantes que migram

de areas de alta incidéncia, como Japao para baixa incidéncia, como os Estados
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Unidos, apresentaram uma reduc¢do significativa de cancer gastrico (HOWE et al.,
2006; NAGINI, 2012).

Assim, dependendo da regido geografica e/ou do habito dietético de seu
povo, a quantidade de substancias encontradas nos alimentos com conservantes,
ricos em nitritos e nitratos, formam n-nitrosaminas, capazes de induzir a carcinogéne
(MAGEE; BARNES, 1956). Além disso, o aumento na producdo de oxigénio e de
seus derivados, as espécies reativas de oxigénio, podem atuar sobre o DNA,
aumentando a probabilidade de mutacdo durante sua sintese (TU et al., 2011).

Essa formacdo end6gena de compostos N-nitrosos pode ocorrer, quando
uma amina e um agente nitrosante como o nitrito, nitrato ou 6xidos de nitrogénio,
estejam presentes e € bloqueada pelos agentes antioxidante (BARTSCH et al.,
1989). Hipdtese essa também sustentada pelo aumento do pH, onde a hipoacidez
gastrica, tem sido fortemente associadas com o aumento do risco de malignidade
gastrica (FOSSMARK et al., 2008).

A gastrectomia prévia para tratar patologia benigna péptica, elimina o
antro, reduzindo a fase gastrica da digestdo, e retira parte do corpo gastrico,
diminuindo a quantidade de glandulas produtoras da secrecédo cloridropeptica,
aumentando a colonizacdo e proliferacdo bacteriana e com isso a incidéncia de
cancer. A gastrite cronica e a metaplasia intestinal sao identificados em quase 100%
dos casos em que houve gastrojejuanastomose, sendo menos comum apos as
ressecdes gastricas sequidas de gastroduodenoanastomose. Em 1922 Balfour
descreveu, pela primeira vez, um adenocarcinoma de coto gastrico
(ADVANCED,1975; ABRAO; FEIJO, 1972).

Muitos sdo os fatores relacionados com a incidéncia do cancer gastrico,
entre eles o refluxo duodenogastrico e o Helicobacter pylori.

O refluxo do conteudo duodenal secundario, principalmente, a cirurgia
gue tém o objetivo de alargar o canal pilérico e assegurar 0 esvaziamento gastrico
satisfatério como gastroduodenostomia, gastrojejunostomia e piloroplastia, pode
também pelo refuxo, elevar o pH gastrico, o que favorece a colonizacdo e
proliferacdo bacteriana (MASON, 1986; CHAN et al., 2007; KAMINSKI; KRUEL,
2011).

A acao bacteriana, ndo s6 de Helicobacter pylori, mais de outras bactérias
como Escherichia coli e Pseudomonas sp etc, tém sido consideradas como

importante fator no desenvolvimento da carcinonogénese gastrica, ja que essas



16

bactérias promovem uma eficiente reducao da transformacgéo de nitratos e nitritos,
catalisando o processo de nitrosacdo com consequente formacdo enddgena de
compostos N-nitrosos. Outro importante aspecto a ser considerado é a reducéo
significativa do indice acido ascorbico / nitritos no suco gastrico, esta relacdo que
regularia a sintese de compostos N-nitrosos potencialmente carcinogénicos
(ARAUJO et al., 2011).

O refluxo do contetdo do duodeno, principalmente as custas dos sais
biliares, do suco pancreatico e da secrecdo duodenal, age sobre a mucosa gastrica,
alterando as caracteristicas fisicoquimica das camadas protetoras de muco,
expondo o epitélio da mucosa, tornando suas membranas permeaveis aos ions H+
do suco gastrico (RITCHIE, 1980; KAWIORSKI et al., 2001).

Ao atravessar a barreira mucosa, esses ions atingem os mastocitos,
provocando a liberacdo de histamina, implicada nos processos inflamatorios locais
(KLAUSZ et al., 2004).

Esse contato de material refluido para a mucosa gastrica, principalmente
da parte distal do estbmago, onde os sais biliares, por meio de suas propriedades
detergentes, levariam a atrofia da mucosa gastrica e, desta forma, facilitariam a
penetracdo de carcind6genos através da barreira mucosa e sua atuacao junto ao
compartimento proliferativo da mucosa favorecendo o aparecimento de patologias
benignas com potencial de malignacdo, como a gastrite crénica, Ulcera péptica
gastrica e metaplsia intestinal, jA& que as células parietais produzem sinais
reguladores que controlariam o programa de diferenciacdo celular de linhagens de
células principais, sugerindo que a reducdo na populacédo de células parietais, na
gastrite atrofica, poderia comprometer a diferenciacdo das células principais
(LANGHANS et al., 1981; KAMATA, 1993; NAKAJIMA et al., 2008; TANIGAWA et
al., 2010).

Outro fator considerado é o Helicobacter pylori que € o principal fator de
risco para carcinoma gastrico (EPPLEIN et al., 2012), Ele vive quase que
exclusivamente no estbmago, podendo ser encontrado também em mucosa gastrica
ectdpica como no diverticulo de Meckel, no eséfago de Barrett e em outras areas de
metaplasia. E o Gnico microrganismo conhecido capaz de colonizar esse ambiente
em funcdo de sua capacidade de formar uma camada de amo0nia, que os protege do
ambiente acido (NAKAJIMA et al., 2008). Outras enzimas, que a bactéria sintetiza

tais como superoxido dismutase, catalase e arginase, conferem protecdo a bactéria
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contra a atividade litica dos macréfagos e leucdcitos, impedindo uma resposta eficaz
do hospedeiro (LADEIRA et al., 2003). Sua capacidade de mover-se facilmente,
devido a sua morfologia em espiral e os flagelos, possibilita atravessar a camada de
muco, estabelecendo contato com as células epiteliais de revestimento (WORKU et
al., 1999).

Os mecanismos moleculares do Helicobacter pylori associados a
carcinogénese gastrica permanecem mal definidos, podem estar relacionados a
capacidade de produzir urease, enzima que forma amoénia no estdmago, gerando
compostos nitrogenados. Porém as taxas de incidéncia de malignidade flutuam de O
a 71,4% (PEEK et al., 1997).

Acredita-se que a infeccdo cronica causada pela bactéria induziria o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer estomacal, sem entretanto conhecer os
mecanismos 0 os fatores bacterianos que contribuiam para o desenvolvimento da
doenca. Atualmente acha-se que um fator produzido pela bactéria ativa diretamente
a enzima polimerase, que esta no nucleo das células (MOTOTSUGU, 2010).

A infeccdo da mucosa gastrica por Helicobacter pylori pode afetar o
equilibrio normal entre a proliferacdo epitelial gastrica e morte por apoptose, assim
desregulando o ciclo celular normal, podendo inicialmente levar a gastrite. Esta pode
avancar para gastrite atrofica e em seguida metaplasia, displasia e neoplasia. O
resultado deste processo esta relacionado com uma alteracdo severa da taxa de
apoptose em estagios, com uma resposta desproporcional proliferativa no
hospedeiro em estagios mais avancados (metaplasia e displasia), que pode vir a
terminar em uma condig&do de malignidade (OLIVARES et al., 2005).

Krienitz (1906) foi o primeiro a observar essas espiroquetas no estbmago
humano. Em 1979, foi redescoberta pelo médico patologista australiano Robin
Warren e isolada pela primeira vez, em 1983, por Warren e Marshall, na Australia
(Prémio Nobel de Medicina em 2005), a partir de fragmentos de biopsia gastrica de
pacientes com gastrite cronica e Ulcera péptica (MARSHALL; WARREN, 1984).

A infeccdo por Helicobacter pylori esta claramente associada com a
inducdo de inflamacédo crbnica da mucosa, 0 que aumenta as chances do
desenvolvimento progressivo de varias patologias gastrointestinais benignas e
malignas, dentre elas, gastrite cronica, Ulcera péptica, carcinoma e etc.. Acredita-se

gue ele funcione como um coadjuvante no processo da carcinogénese com o habito
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de fumar, consumo alcodlico, habitos alimentares e a idade avangada (SUGANUMA
et al., 2012).

O Helicobacter pylori tem como principal caracteristica sua fraca atividade
endotdxica que permite a estd bacteriai estabelecer uma infec¢do crénica, em vez
de causar uma resposta inflamatéria aguda sistémica, como no choque séptico.
Contribui diretamente na destruicdo dos fatores defensivos do epitélio da mucosa
gastrica, como a producdo de muco, pelo aumento da producdo de oxigénio
derivado de radicais livres presente na inflamacdo cronica, lesionando assim a
mucosa (YOKOTA et al., 2010).

Em 1994 a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC)
classificou o Helicobacter pylori como um agente cancerigeno em definitivo,
mostrando sua associacdo com a metaplasia intestinal, adenocarcinoma gastrico
nao-cardia e linfoma MALT (WOTHERSPOON et al., 1993; GISBERT,; CALVET,
2011). Embora a prevaléncia de infeccao por Helicobacter. pylori, alcance mais de
50% da populacdo mundial,..individuos que desenvolvem patologias gastricas,
apresentam baixo percentual de incidéncia de cancer gastrico, ndo chegando a 3 por
cento em todo mundo, mostrando que os fatores etioldgicos continuam controversos
e com isso a necessidade de mais dados sobre o tema (MATSUO et al., 2011).
Uma variedade de fatbres patogénicos podem agir em diferentes fases, tais como
fatores inflamatorios gerando radicais livres e dano celular direto do DNA ou gerando
proliferacdo epitelial com risco de desenvolvimento de erros mitdticos e mutacées
celulares. A incidéncia do cancer gastrico continua a ser um fator de mdltiplos
processos em varias etapas. (TU et al., 2011).

O reconhecimento do Helicobacter pylori como principal indutor no
multiplo processo nas fases dessa neoplasia, oferece uma oportunidade Unica para
explorar novas estratégias de prevencdo e controle, quer seja por meio de
observacdes epidemiologicas, das observagdes clinicas, terapéuticas, biologicas
guer seje por modelos experimentais. Embora o carcinoma primario de estébmago
em animais seja um dos canceres mais raros , nao existindo uma cepa isolada
capaz de desenvolvé-lo, a importancia do tema aumenta de importancia devido ao
continuo crescimento e envelhecimento populacional, que afetara de forma

significativa a incidéncia de cancer no mundo nos préximos anos (NAGINI, 2012).
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1 CONSIDERACOES ANATOMICAS E FISIOLOGICAS DO ESTOMAGO

Localiza-se entre a extremidade inferior do es6fago e o comeco do
intestino delgado (o duodeno).

Anatomicamente o estbmago divide-se em quatro porcdes: (1) céardia,
que marca a transi¢do entre o eséfago e o estbmago; (2) fundo; (3) corpo, que € a
maior parte do estdmago; (4) antro, situado entre a incisura angular e o piloro. A
cardia € um a prega da mucosa que funciona como um esfincter na por¢cao superior
do estbmago. Ja o piloro € um esfincter verdadeiro que controla a passagem do
quimo para o duodeno (WILLARD, 1997).

Internamente, o estdbmago apresenta uma superficie enrugada e tubular.
Sua parede é formada por quatro camadas, respectivamente serosa, muscular,
submucosa e mucosa (STINSON; CALHOUN, 1982).

1.1 Histologia

O estbmago estende-se do esb6fago até o duodeno. Na juncéo
gastroesofagica o epitélio muda de estratificado pavimentoso ndo-queratinizado para
cilindrico simples. A camada muscular da mucosa do es6fago é continua com o
estbmago. Entretanto a submucosa ndo possui uma nitida linha de demarcacéo e
glandulas da porcdo cardica do estdbmago podem se alojar sob o epitélio
estratificado pavimentoso e entrar em contato com as glandulas cardicas esofagicas.
E um 6rgéo exdcrino e enddcrino que digere os alimentos e secreta hormoénios, cuja
funcdo € homogenizar e processar quimicamente o alimento semi-sélido deglutido
(ROSS; ROMRELL, 1993; WILLARD, 1997).

1.1.1 Reqiao do cardia

Zona de transicdo entre o esdfago e o estbmago. Suas glandulas sao
tubulosas, com uma extremidade enovelada e uma abertura continua com as

fossetas gastricas. Um epitélio secretor de muco reveste as glandulas cardicas.

1.1.2 Reqiao gastrica

Abrange as regifes do fundo e corpo gastrico. As glandulas gastricas (ou
glandulas fundicas) séo as principais contribuintes para a formacéo do suco gastrico.

Cerca de 15 milhdes de glandulas fundicas se abrem em 3,5milhdes de fossetas
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gastricas. De duas a sete glandulas fundicas se abrem em uma Unica fosseta ou
foveola.

A porcéo superior do corpo da glandula fundica contém células parietais
em abundéncia. As células principais e as células gastroenteroendocrinas
predominam na por¢ao inferior.

A mucosa gastrica do corpo e do fundo possui duas classes de células
produtoras de muco: (1) as células mucosas superficiais, que revestem as fossetas,
e (2) as células mucosa do colo, localizadas na abertura da glandula fundica na
fossa. Ambas as células produzem mucinas, glicoproteinas com alto peso molecular.
A camada de muco, contem 95% de aqua e 5% de mucinas, forma um gel insoltvel
gue se prende a superficie da mucosa gastrica, formando uma barreira produtora na
mucosa gastrica de 100y de espessura. Esta camada protetora de muco retem 0s
ions bicabornato e neutraliza 0 microambiente adjacente a regido apical das células
mucosas superficiais a um pH alcalino.

As células pricipais predominam no terco inferior da glandula fundica. As
células principais ndo estdo presentes nas glandulas cardicas e raramente sao
encontradas no antro pilérico.

As células parietais predominam no colo e no segmento superior das
glandulas fundicas e estdo unidas as células por complexos juncionais. As células

parietais produzem o &cido cloridrico do suco gastrico e o fator intrinseco.

1.1.3 Reqiao antro pilérica

Zona do estbmago que o delimita com o duodeno, as glandulas piléricas
localizam-se na porcdo antral do estbmago, ocupando os 20% distais desse. Sao
glandulas tubulosas simples ramificadas, altamente enoveladas.

A diferenciacdo histologia dessas quatro regides do estdmago € feita
exclusivamente pelas caracteristicas microscopicas de suas tunicas mucosas, uma
vez que as demais tunicas apresenntam idéntica constituicdo (BANKS, 1992;
ABRAHAM; KIERSZENBAUM, 2008).

1.2 Aspectos Imunohistoquimicos

1.2.1 O fator de crescimento transformador beta (TGFR)

Wabhl et al. (1993) mostraram que o TGF3 é um potente quimiotatico para

leucodcitos, incluindo neutrofilos, mondcitos e mastocitos e estd envolvido na
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formacdo do infiltrado inflamatério, especialmente na lesédo inflamatéria crénica.
(CHOI, 2000) relatou que o TGFR 1 € uma citocina produzida por diferentes tipos
celulares que atua sobre varias células, incluindo linfocitos, macrofagos e
hepatocitos, bem como queratindcitos e fibroblastos (BAUER; SCHUPPAN, 2001).
também mostraram que entre os seus efeitos pleiotroficos o TGFR estimula o
crescimento celular, morte celular, diferenciagdo celular e sintese da matriz
extracelular. O TGFR pode exercer um papel proé ou antiinflamatorio, dependendo do
estagio da doenca ou da cicatrizacdo. Esta modulacéo pré ou antiinflamatoria esta
pouco elucidada (SKALERIC et al., 1997). Suas principais fontes sao as plaquetas,
monadcitos/macrofagos, células endoteliais e fibroblastos (BENNETT; SCHULTZ,
1993). Steinsvoll et al. (1999) e Wahl et al. (1993) destacaram que os tecidos
inflamados contém 100 vezes mais células produtoras de TGFR 1 do que no
saudavel. Segundo lgarashi et al. (1993), TGFR €& produzido por macrofagos
ativados e neutréfilos que estdo presentes durante a fase inicial da cicatrizacdo da

ferida.

1.2.2 Antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)

Um importante marcador de proliferacdo celular é o antigeno nuclear de
proliferacéo celular (PCNA), que esta envolvido em varios processos que envolvem
o DNA, como o reparo e sua replicacdo (Maga G & Hubscher U, 2003). O PCNA é
sintetizado nas fases S e G1 do ciclo celular (Gronowicz GA e cols, 2008) e sua
expressdo pode ser detectada por meio da técnica de imunohistoquimica (Wu YF e
cols, 2010). Estudos experimentais com essa técnica auxiliaram no entendimento
dos mecanismos de regeneracdo (Chuen FS e cols, 2004; Kawamura S e cols,
2005).

1.3 Infeccéo por Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa, que infecta a mucosa
do estbmago, que tem distribuicdo cosmopolita e sua prevaléncia € uma questédo de
saude publica na populacdo mundial, especialmente em paises subdesenvolvidos,
sem saneamento basico e em pessoas de baixa classe socioeconémica,onde se
estima que a incidéncia de colonizacdo é de 70% a 90% da populacdo, dos quais a
maior parte dos individuos adquire a infec¢do ainda na infancia e pode persistir por

toda a vida. A gastrite € uma consequéncia presente em quase todos os individuos
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infectados pela Helicobacter pylori apesar de muitos hospedeiros permanecerem
assintomaticos, outros apresentarem Ulcera péptica, adenocarcinoma gastrico e
linfomas principalmente o linfoma MALT (Linfoma do tecido linfoide associado a
mucosa) (SIQUERA et al, 2007; COELHO; CASTRO, 2002; MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

1.3.1 Mecanismo de acao

Entre as patologias causada pelo Helicobacter pylori estd a Ulcera
péptica, que € uma solucdo de continuidade que compromete a camada muscular da
mucosa do trato digestivo exposta a secrecao cloridopéptica. Ocorre principalmente
no antro ou duodeno. Usualmente ocorre lesdo Unica, que mede menos de 2 cm de
diametro. A maioria das Ulceras pépticas gastricas (80-85%) e praticamente todas as
Ulceras duodenais (98%) estdo relacionadas as Helicobacter pylori. Essa bactéria
altera a barreira muco-bicarbonato que protege a mucosa gastrica, favorecendo o
contato direto do acido com as células epiteliais de revestimento do 6rgdo. Na
auséncia da bactéria, os anti-inflamatorios néo esteroidais estdo associados a Ulcera
péptica.

Sem acido ndo ha ulcera. A Ulcera péptica decorre da autodigestdo, do
desequilibrio entre fatores agressivos e defensivos, ou excesso de 4cido ou pepsina
para o grau de resisténcia local da mucosa.

E conveniente considerar o suco gastrico como uma combinacdo de duas
secrecbes: (1) um componente representado por um gel mucoso alcalino protetor,
produzido pelas células mucosas superficiais e pelas células mucosas do colo, e (2)
o acido cloridrico e a pepsina, dois componentes potencialmente agressivos
produzidos pelas células parietais, e principais, respectivamente. O componente
protetor e constitutivo, esta sempre presente. O componente agressivo € facultativo,
ja que os niveis de acido cloridrico e de pepsina aumentam, em relagcdo aos niveis
basais, apds a injestdo de alimento.

Entretanto a camada de muco que reveste o epitélio gastrico,em particular
no antro pilérico, € o local onde a bactéria flagelada Helicobacter pylori reside,
apesar do ambiente hostil. A Helicobacter pylori sobrevive e se replica no limen
gastrico, e sua presenca tem sido associada & Ulceras pépticas acidas e o
adenocarcinoma do estbmago.

Trés fases definem a patogénese do Helicobacter pylori:
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a) uma fase ativa, na qual bactérias moveis aumentam o pH géstrico pela
producdo de amoénia através da acdo da uréase;

b) uma fase estacionaria, consistindo na adesdo das bactérias a
receptores contendo fucose na superficie das células mucosas superficiais da regiao
pilérica. A adesdo do Helicobacter pylori resulta na producdo de proteases
citotéxicas que garantem &s bactérias um suprimento de nutrientes a partir de
células mucosas superficiais, e também atraem leucocitos. Tanto a producédo de
amOnia como a producdo de proteases citotoxicas estdo correlacionadas com o
desenvolvimento de Ulceras pépticas da mucosa da regido pil6rica;

c) durante a fase de colonizacdo, as bactérias Helicobacter pylori se
desprendem dos receptores contendo fucose, aumentando em numero através de
replicacdo dentro da camada de muco, e permanecem aderidas a glicoproteinas
contendo acido sialico. Apesar da rapida renovacao das células gastricas secretoras
de muco, o Helicobacter pylori impede que haja a sua eliminagdo juntamente com as
células epiteliais mortas devido a producéo de uréase e a alta motilidade.

Por volta dos 20 anos de idade, cerca de 20% da populacdo esta
infectada pelo Helicobacter pylori. A incidéncia de infeccdo aumenta para cerca de
60% por volta dos 60 anos de idade (ABRAHML; KIERSZENBAUM, 2008).

Visa essa pesquisa avaliar o papel do refluxo duodenogastrico na mucosa
gastrica infectada com Helicobacter pylori na carcinogénese gastrica, em ratos
submetidos a piloroplastia. E comparar com ratos submetidos a cirurgia de
gastrectomia parcial (retirada de 2/3 de antro e metade do corpo gastrico), modelo
citorredutor com preservacdo do piloro e vagos (mecanismo antirefluxo) e ratos

apenas infectados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Estudar alteracfes histolégicas e imunohistoquimicas da mucosa gastrica

de ratos infectados com Helicobacter pylori.

2.2 Especificos

a) descrever alteracbes histologicas da mucosa gastrica de ratos
infectados com Helicobacter pylori sem cirurgia gastrica;

b) descrever alteracdes histologicas da mucosa gastrica de ratos
submetidos a gastrectomia subtotal.

c) descrever alteracbes histologicas da mucosa gastrica de ratos
submetidos a piloroplastia;

c)correlacionar as alteragbes encontradas na mucosa com a

concentragéo tecidual de Helicobacter pylori;

d) correlacionar as alteracbes histologicas com a expressao

imunohistoquimica de PCNA e TGF(.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e protocolo experimental

Foram utilizados trinta ratos machos albinos da raca Wistar, com idade de
doze semanas e péso meédio de 250g. Eles se mantiveram sob condigbes normais
de, temperatura e luminosidade e tiveram livre acesso a agua e alimento. Apds duas
semanas de aclimatacdo foram infectados com o microorganismo patogénico
Helicobacter pylori.

Antes de serem infectados pela bactéria, foram mantidos em jejum por
vinte e quatro horas. Apds esse periodo, receberam primeiramente 1mL de NaHCO3
por gavagem com sonda metdlica orogastrica, de acordo com o método descrito por
(KONTUREK et al.,, 1999). Logo em seguida, foi inoculado ainda por gavagem
orogastrica 1mL (9x10%) de Helicobacter pylori (ATCC-43504, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, em suspensédo de Mueller-Hinton. Cada
animal recebeu trés doses iguais, com um intervalo de dois dias entre cada
aplicacdo. Os roedores tiveram livre acesso a 4gua e alimento logo apds a primeira
aplicacéo.

Apés trinta dias da udltima aplicacdo do parasita, os animais foram
divididos aleatoriamente em trés grupos (n=10): Grupo Infeccéo (I), controle; Grupo
Gastrectomia (G), submetidos a gastrectomia parcial e Grupo Piloroplastia (P),
submetidos a piloroplastia. Todos os animais sobreviveram e a eutanasia foi

realizada ap6s de 24 semanas.

3.2 Microorganismo

O estoque de Helicobacter pylori foi mantido em cultura de caldo Hinton
Muller (Himedia, Mumbai, India) a uma temperatura de -20 C, em glicerol a 20%. A
bactéria inoculada foi preparada em placas (90x15mm) de Agar (Becton, Dikinson
and Company), suplementados com sangue de carneiro a 5% ou em BHI e mantidos
em jarra com “sache” gerador de microaerofilia e gas O, e CO, (Probac do Brasil)
por 3 a 5 dias a 37°C. A identificagdo morfolégica e atividade das bactérias foram
baseadas na exigéncia de microaerofilia para crescimento da bactéria e pela

coloracdo de Gram.
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3.3 Cirurgia

Os animais dos grupos G e P foram submetidos a gastrectomia e a
piloroplastia, respectivamente. Nas vinte e quatro horas que antecederam o
procedimento cirdrgico, eles tiveram acesso somente a agua. A técnica anestésica
utilizada foi a inalagcdo de éter sulfirico em cuba fechada para sedacgédo inicial e
ketamina intramuscular na face posterior da coxa, na dose de 50 mg/Kg. Todos o0s
animais foram operados em condi¢cdes asseépticas.

Todos os vinte animais foram submetidos a laparotomia mediana a partir
do apéndice xiféide até o terco médio abdominal. Duas pincas tipo Halsted foram
colocadas, uma de cada lado da parede de modo a atuarem, pelo préprio peso,
como afastadores. O figado foi rebatido e o estdmago foi exteriorizado através da
incisdo por tracdo de ponto, 0 que permitiu o desenvolvimento da técnica

extracavitaria. No pos-operatorio foi oferecido alimentacéo ad libitum.

3.3.1 Gastrectomia parcial

Foi realizada a resseccao de 2/3 do antro e metade do corpo gastrico com
preservacao do piloro e dos nervos vagos. A reconstituicdo gastrica foi realizada por
chuleio simples com fio sertix de prolene 5.0 de agulha cilindrica de 1,5 cm. A
parede abdominal foi fechada com fio prolene 3.0 em chuleio continuo alcancando

todos os planos. Todos os animais do grupo G foram operados no mesmo dia.

3.3.2 Piloroplastia
Foi realizada uma incisdo longitudinal de 01 cm no estémago e de 01

centimetro no duodeno, interessando todos os planos. O fechamento foi ralizado no
sentido transverso com chuleio simples com fio sertix de prolene 5.0 de agulha
cilindrica de 1,5 cm a Heinecke-Mikulicz. A parede abdominal foi fechada com fio de
prolene 3.0 em chuleio continuo alcangando todos os planos. Todos os animais do

grupo P foram operados no mesmo dia.

3.4 Eutanasia e preparacdao técnica do material
Vinte e quatro horas antes da eutanasia, os animais foram privados de
alimentos, e em seguida anestesiados profundamente (pentobarbital sddico

intraperitoneal, 150 mg/Kg). O estdbmago foi retirado inteiro e seccionado
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longitudinalmente em duas metades (anterior e posterior), que foram rapidamente
colocadas numa solugéo de 1,27 mol/L de formaldeido (0,1 M de tampé&o fosfato, pH
7,2) por 48 horas. O material foi incluido com a face de corte para baixo (ambas as
metades, cada uma contendo antro, corpo e fundo gastrico).

Os fragmentos foram tratados em aparelho Histotécnico (processador de
tecidos) de marca Micom GMBH, emblocados em parafina por meio de aparelho
auto-inclusor da marca Microm AP280, cortados em 5 micrédmetros de espessura em
micrétomo ZEISS-HYRAXMIS. Foram realizados 2 cortes histolégicos das partes
que foram coradas com hematoxilina-eosina e de Giemsa modificada. As laminas
histologicas foram observadas ao microscépio éptico da marca NIKON ECLAPSE
200.

Os cortes foram analisados por imunohistoquimica com marcacao para
TGF-B e PCNA. A recuperacao antigénica foi realizada utilizando tampé&o citrato, pH
6,0 a 60°C e em seguida bloqueado com cloreto de aménio, glicina 2% e tampé&o
fosfato, pH 7,4 (PBS). Os cortes foram incubados com um anticorpo priméario
especifico anti- ratos, ambos na concentracéo de 1:100 (TGF-B, sc-146 e PCNA, sc-
25280, ambos adquiridos da Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA)
durante toda a noite a 4°C. Em seguida, as amostras foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente com um anticorpo secundario biotinilado (K0679, Universal
DakoCitomation LSAB + Kit Peroxidase; DakoCitomation Glostrup, Denmark), foi
usado um anticorpo secundario de cavalo anti-rato detectavel por reacdo do
complexo streptavidina-biotina-enzima. A imunomarcagao positiva foi identificada
apos a incubacdo com 3,3 -tetracloreto de diaminobenzidina (K3466, DAB,;
DakoCitomation) e contrastado com Hematoxilina de Mayer.

Na analise histopatologica, foram estudadas 100 glandulas de cada
segmento gastrico (antro, corpo e fundo), para pesquisa de Helicobacter pylori e
inflamacéo, metaplasia, displasia e neoplasia, em microscopia optica nas objetivas
de 4x, 10x, e 40x. Os resultados foram classificados como: normal, gastrite,
metaplasia, displasia e neoplasia.

O estudo da mucosa gastrica foi considerado:

a) normal - quando se observou na lamina propria sobre o epitélio até 10
linfécitos e plasmadcitos por campo microscopico examinado com objetiva de 40X,

sem a presenca de neutrofilos;
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b) gastrite cronica - caracterizada pela presenca de células
predominantimente mononucleares (linfécitos e plasmocitos), a atividade de
cronicidade foi mensurada mediante a presenca de densidade do infiltrado de
linfécitos, células plasmaticas ou polimorfonucleares na lamina propria. A gastrite e
sua atividade obedeceram a classificacdo de Sydney modificada (DIXON et al.,
1996);

c) metaplasia - através da presenca de células intestinais na mucosa do
estomago;

d) displasia - mediante a distorcdo da citoarquitetura intra-epitelial
(aumento da populacdo celular, perda de polaridade, diminuicho de muco,
proliferacéo de células e glandulas, alteracdo da forma das glandulas);

e) neoplasia com as mesmas caracteristicas da displasia além da invaséo
extra-epitelial.

Quanto as camadas gastricas, considerou-se o acometimento restrito a

mucosa do antro, corpo e fundo gastrico.
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4 RESULTADOS

4.1 Gastrite cronica

4.1.1 Estudo do antro
No estudo dos cortes realizados no antro (Grafico 1) observou-se uma

maior incidencia de gastrite crbnica no grupo de ratos submetidos a piloroplastia:
discreta 2 (20,0%); leve 2 (20,0%);
notamos que ocorreu um predominio da forma discreta (70,0%). Nos ratos

e moderada 6 (60,0%). No grupo controle,

submetidos a gastrectomia, também houve predominio das formas menos graves:
discreta 3 (30,0%) e leve 7 (70,0%). O teste exato de Fisher mostrou haver

diferencas estatisticamente significantes nessas propor¢des (p = 0,004).
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Gréfico 1 - Formas de gastrite crénica observadas no antro gastrico nos grupos
Piloroplastia, Gastrectomia e Controle.
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A Figura 1 mostra presenca de infiltrado exagerado de linfocitos
comprimindo as glandulas géastricas no corte histoldgico do antro do grupo

submetido a piloroplastia, o que caracteriza gastrite crénica.

Figura 1 - Fotomicrografia de corte histolégico do antro mostrando a presenca de infiltrado linfocitario
(seta). Coloracéo H-E. Aumento de 40X.

4.1.2 Estudo do corpo

No estudo dos cortes realizados no corpo (Grafico 2) observou-se uma
maior incidencia de gastrite crbnica no grupo de ratos submetidos a piloroplastia:
leve 3 (30,0%); e moderada 7 (70,0%). No grupo controle, ocorreu um predominio
da forma discreta (90,0%). Nos ratos submetidos a gastrectomia, também houve
predominio das formas menos graves: leve 6 (60,0%) e moderada 4 (40,0%). O
teste exato de Fisher mostrou haver diferencas estatisticamente significantes nessas
proporcdes (p < 0,001).
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Gréfico 2 - Formas de gastrite crénica observadas no corpo gastrico nos grupos
Piloroplastia, Gastrectomia e Controle.

4.1.3 Estudo do fundo
No estudo dos cortes realizados no corpo (Grafico 3) observou-se uma

maior incidencia de gastrite crénica no grupo de ratos submetidos a piloroplastia:
discreta 1 (10,0%); leve 4 (40,0%); e moderada 5 (50,0%) enquanto que no grupo
controle notamos que ocorreu um predominio da forma leve 10 (100,0%). Nos ratos
submetidos a gastrectomia, também houve predominio das formas menos graves:
leve 9 (90,0%) e moderada 1 (10,0%). O teste exato de Fisher mostrou haver

diferencas estatisticamente significantes em essas propor¢des (p < 0,001).
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Gréafico 3 - Formas de gastrite cronica observadas no fundo gastrico nos grupos
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4.2 Atividade da gastrite crénica

4.2.1 Estudo do antro

No estudo dos cortes realizados no antro (Grafico 4) observou-se que no
grupo de ratos submetidos a piloroplastia a atividade da gastrite cronica esteve
presente em todos os ratos estudados, no entanto ndo houve um predominio
significante estatisticamente da gravidade dessa atividade: discreta 4 (40,0%); leve 3
(30,0%); e moderada 3 (30,0%). No grupo gastrectomizado a atividade foi ausente
em 2 (20,0%) e nao foram evidenciadas formas graves: discreta 2 (20,0%) e leve 6
(60,0%). No grupo controle notamos que ocorreu um predominio das formas menos
graves 10 (100,0%). Nos ratos do grupo controle, houve predominio das formas:
ausente 1 (10,0%) leve 8 (80,0%) e discreta 1 (10,0%). O teste exato de Fisher
mostrou haver diferencas estatisticamente significantes, quando comparadas as

propor¢cdesentre grupos (p < 0,013).
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Gréafico 4 - Atividades de gastrite crdnica observada no antro gastrico nos grupos
Piloroplastia, Gastrectomia e Controle.

4.2.2 Estudo do corpo

No estudo dos cortes realizados no corpo (Grafico 5) observou-se que no
grupo de ratos submetidos a piloroplastia a atividade da gastrite cronica foi presente
em todos os ratos estudados, com predominio da forma discreta 7 (70,0%) e de
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apenas 3 (30,0%) observagdes da forma leve. No grupo gastrectomizado a atividade
foi ausente em 4(40,0%) e nao foram evidenciadas formas graves: discreta 4
(40,0%) e leve 2 (20,0%), enquanto que no grupo controle notamos que ocorreu um
predominio da forma menos grave 10 (100,0%). Nos ratos do grupo controle, houve
predominio das formas menos graves: ausente 9 (90,0%) e discreta 1 (10,0%). O
teste exato de Fisher mostrou haver diferencas estatisticamente significantes,

guando comparadas as propor¢des entre grupos (p < 0,001).
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Gréfico 5 - Atividade de gastrite crdnica observada no corpo gastrico nos grupos
Piloroplastia, Gastrectomia e Controle.

4.2.3 Estudo do fundo
No estudo dos cortes realizados no fundo (Grafico 6) observou-se que no

grupo de ratos submetidos a piloroplastia a atividade da gastrite crénica foi ausente
em 4 (40,0%), presente na forma discreta 2 (20,0%) e leve 4 (40,0%). No grupo
gastrectomizado a atividade foi presente em todos os ratos estudados, (100,0%) na
forma discreta. Nos ratos do grupo controle, houve predominio das formas menos
graves: ausente 8 (80,0%) e discreta 2 (20,0%). O teste exato de Fisher mostrou
haver diferencas estatisticamente significantes, quando comparadas as propor¢des

entre grupos (p < 0,001).
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Gréfico 6 - Atividade de gastrite cronica observada no fundo géstrico nos grupos
Piloroplastia, Gastrectomia e Controle.

4.3 Metaplasia

4.3.1 Estudo do antro

O gréfico 7 mostra que ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre as proporc¢des das taxas de metaplasia nos trés grupos estudados.
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Gréfico 7 - Presenca de metaplasia no antro gastrico nos grupos Piloroplastia,
Gastrectomia e Controle.

A Figura 2 mostra presenca de células caliciformes em agregados
brancos proprio do intestino caracterizada pela presenca de mucina. Corte

histoldgico do antro do grupo submetido a piloroplastia.



4.4 Displasia

4.4.1 Estudo do antro
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O Grafico 8 mostra que o grupo dos ratos submetidos a piloroplastia

apresentou 50% de displasia, o dos gastrectomizados 10% e que no grupo controle

nao foi evidenciado nenhum caso. O Teste do Exato de Fisher mostrou diferenca

estatisticamente significante entre essas propor¢oes (p=0,027).
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Gréfico 8 - Presenca de displasia no antro géastrico nos grupos
Piloroplastia, Gastrectomia e Controle.
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A Figura 3 mostra distor¢do da citoarquiquetura intraepitelial ( perda de
polaridade, diminuicdo de muco, proliferacdo de células e glandulas com alteracédo
de suas formas. Corte histolégico do antro do rato 06 do grupo submetido a

piloroplastia.

Figura 3 - Fotomicrografia corte histolégico do antro mostrando a presenca de displasia (setas).
Coloracgao H-E. Aumento de 40X.

4.5 Neoplasia

4.5.1 Estudo do antro

O Grafico 9 mostra que o grupo de ratos submetidos a piloroplastia foi o
anico que apresentou neoplasia (40%) quando comparado com os demais
(gastrectomia 0% e controle 0%). O Teste do Exato de Fisher mostrou diferenca

estatisticamente significante entre essas propor¢oes (p=0,023).
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Gréfico 9 - Presenca de neoplasia no antro gastrico nos grupos Piloroplastia, gastrectomia
e controle

Nos estudos dos cortes histoldgicos realizados nos fragmentos do corpo e
no fundo, ndo foram evidenciadas a presenca de metaplasia, de displasia e de
neoplasia.

A Figura 4 mostra presenca de neoplasia, com: irregularidade das
glandulas géastricas que nao estao paralelas, diferengas no tamanho, e apresentacao
bifurcada. Corte histoldgico do antro do grupo submetido a piloroplastia.



38

Figura 4 - Corte histol6gico do antro mostrando a presenca de desarranjo estrutural extra-epitelial.

4.6 Imunohistoquimica

Expressao do PCNA foi predominante na base das criptas das vilosidades
da regido antral do estbmago. O grupo submetido a piloroplastia demonstrou maior
expressao que no grupo submetido a gastrectomia, que demostrou uma expressao
moderada. N&o foi verificada expressdo do PCNA no grupo controle (Figura 5).

Figura 5 - Imunohistoquimica da espressdo do PCNA do antro nos grupos estudados (seta):
Piroplastia (P), Gastrectomia (G) e (I) Controle.

A expressdo do TGF-B (seta) foi positivada nas criptas das vilosidades da
regido antral do estbmago. O grupo submetido a piloroplastia demonstrou maior
expressdo que grupo submetido & gastrectomia, que demostrou uma expressao
moderada. Nao foi verificada expressédo do TGF-beta no grupo controle (Figura 6).
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Figura 6 - Imunohistoquimica da espressao do TGF-f do antro nos grupos estudados Piroplastia
(P), Gastrectomia (G) e (1) Controle.

4.7 Helicobacter pylori

Quando comparamos a populagcéo de Helicobacter pylori de acordo com o
segmento gastrico estudado, independente do grupo, o antro foi o local em que se
encontrou a maior quantidade da bactéria.

A mediana da quantidade de Helicobacter pylori encontrada nas 100
(cem) glandulas de cada segmento gastrico, quando comparada de acordo com 0s
grupos, foi maior no antro dos animais submetidos a piloroplastia (mediana = 58,5),
muito embora essa diferenca com relacdo aos demais (gastrectomia = 16,5 e
controle = 14,5), ndo tenha sido significante (Teste de Kruskal Wallis p >0,05)

conforme mostra a Tabela 1.

Localizagao Total de animais  Mediana :::]it]:rr;::g”
Antro 30 21 66

Corpo 30 2 °

Fundo 30 35 8

Tabela 1 - Quantidade de Helicobacter pylori nos diferentes segmentos gastricos
independente dos grupos.

Houve correlacdo positiva entre quantidade de Helicobacter pylori
presente nos fragmentos do antro e a ocorréncia de gastrite cronica, de metaplasia,
de displasia e de neoplasia. Ndo foram verificadas correlacdes entre essas variaveis

estudadas nos fragmentos do corpo e do fundo (Tabela 2).
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Mediana da quantidade Helicobacter. Pylori

Tese de Kruskal-

Localizagéao Piloroplastia Gastrectomia Controle Wallis (p valor)
Antro 58,5 16,5 14,5 0,310
Corpo 40 1,5 15 0,560
Fundo 4.0 7,0 2,0 0,161
Tabela 2 - Quantidade de Helicobacter pylori nos diferentes segmentos gastricos de acordo com os
grupos.
Localizacao
Antro Corpo Fundo
Variavel R P R P r P

Gastrite crénica 05741 0,0009  0,1689 0,372 0,4065 0,258

Metaplasia 0,6886 <0,0001 - - -0,0653 0,7316
Displasia 0,6344 0,0002 - - - -
Neoplasia 0,5283 0,0027 - - - -

Tabela 3 - Correlacdo entre a quantidade de Helicobacter pylori e as alteracbes da mucosa
gastrica considerando todos os grupos. Correlacao de Spearman.

Localizacao
Antro Corpo Fundo
R P R P R P

Variavel

Gastrite crénica  0,5660  0,0881  0,3858  0,2709  0,6986  0,0246

Metaplasia 0,8730 0,0010 - - - -
Displasia 0,8032 0,0051 - - - -
Neoplasia 0,8554  0,0016 - - - -

Tabela 4 - Correlagéo entre a quantidade de Helicobacter pylori e as altera¢cdes da mucosa
gastrica do grupo dos ratos submetidos a piloroplastia.
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A Figura 7 mostra presenca de bastonetes (Helicobater pylori) na
superficie foveolar no corte histolégico do antro do grupo submetido a piloroplastia.

Figura 7 - Corte histolégico do antro mostrando a presenca de
bastonetes (Helicobater pylori) na superficie foveolar.
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5 DISCUSSAO

O carcinoma de estdbmago € um dos cancéres expontaneos mais raros
em animais. O primeiro modelo que desenvolveu adenocarcinoma gastrico em ratos
usava o carcindgeno N,N-2,7- fluorenylenebisacetamida (2,7-FAA) por (MORRIS et
al.,, 1961). Sugimura e Fugimura (1967) relataram, que o0 N--N-N-nitro-
Nitrosoquanidina (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 hispatoldgico da carcinogénese (KAMINSKI; KRUEL,
2011).

No presente estudo histopatolégico e imunohistoquimico, descrevemos as
alteracdes da mucosa gastrica de ratos Wistar, infectados com Helicobacter pylori.

A infeccdo ocorreu por inoculacdo por gavagem orogéastrica de 1ml de
Helicobacter pylori e ap6s 30 dias foram realizadas as cirurgias de gastrectomia
parcial com a resseccao de 2/3 do antro e metade do corpo gastrico e piloroplastia
realizada com uma incisdo longitudinal de 01 cm no estdmago e de 01 centimetro no
duodeno, interessando todos os planos

Neste estudo, obteve-se predominio de lesBes proliferativas benignas,
diagnosticando-se quatro neoplasias malignas, localizadas na regido do antro
gastrico na linha de sutura da piloroplastia. Essa localizacdo € a mais comum nos
trabalhos experimentais que executam gastrectomias parciais a Billroth 1l ou
gastroenteroanastomose sem ressecc¢ao gastrica (MASON, 1986; CHAN et al., 2007,
KAMINSKI; KRUEL, 2011).

O somatorio de fatores, como o processo infeccioso, inflamacédo e
piloroplastia, poderiam constituir um estimulo a proliferacdo celular. Sabe-se que o
aumento da taxa de proliferacdo celular é um dos pré-requisitos para a
carcinogénese. No presente estudo o0s cortes tratados com a técnica de
imunoperoxidase para evidenciagcdo de PCNA, identificador da proliferacao celular,
demonstraram que a maior imunomarcacgao se obteve na regido da linha de sutura
da piloroplastia no antro gastrico. Corroboram com tais afirmativas os trabalhos de
Rodrigues et al. (2002) e Taylor et al. (1991).

Acredita-se que a regido da anastomose possa ter caracteristicas que
facilitam o desenvolvimento de neoplasias, tais como processo inflamatério crénico,

pela presenca de corpo estranho (fio de sutura) e o contato coniinuo com o0s
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conteudos duodenogastricos. Os cortes imunomarcados com anticorpo anti TGF
evidenciaram maior positividade na regido do antro onde se encontra a linha de
sutura. Whal et al. (1993) mostraram que o TGFR é um potente quimiotatico para
leucocitos, incluindo neutréfilos, mondcitos e mastocitos e estd envolvido na
formacdo do infiltrado inflamatério, especialmente na lesédo inflamatéria crénica.
Nossos achados relativos a maior imunomarcacdo com o TGF[3 na regido do antro
evidenciam a presenca do infiltrado inflamatoério que facilita o desenvolvimento de
neoplasias.

Até o momento nenhum fator, isolado, pode ser implicado na
carcinogénese gastrica. A associcdo de fatores, por outro lado, jA& se mostrou
significante no desenvolvimento desses tumores como refluxo duodenogastrico e
infeccdo por Helicobacter pylori, ambos reconhecidamente fatores etiolégicos da
gastrite crénica, capaz de levar a gastrite atr6fica,metaplasia intestinal, displasia e
neoplasia. Esses eventos sdo presumivelmente sequéncia na cadeia de eventos da
génese do cancer gastrico, pois o estado proliferativo exacerbado nas suturas, como
demonstraram em nosso trabalho, ou em lesdes sem cirurgia, tornam-se alvos faceis
para a acdo de carcindbgenos formados endogenamente, como 0S compostos n-
nitrosos que em estdmagos hipocloridricos seria colonizado por bactérias redutoras
do nitrato em nitrito (THOMAZINI et al., 2006).

Em estudos experimentais, visando o conhecimento da etiopatogénia do
cancer gastrico, diversos fatores ja mostraram uma forte associacdo com a
carcinogénese gastrica como: fatores ambientais, dietéticos, lesbes pré-malignas,
cirurgias gastricas e outras. Atualmente a tendéncia € avaliar a relacdo entre o
refluxo duodenogastrico e a carcinogénese, que pode levar a esclarecimentos sobre
0s mecanismos de desenvolvimento e progressao do cancer gastrico, visto que, as
incidéncias do adenocarcinoma sao extremamente variaveis (0-71,4%). Porém, o
fator negativo dessas pesquisas € a susceptibilidade heterogénea de ratos da
linhagem Wistar a inducao neoplasica (RODRIQUES et al., 2002).

Os resultados do presente estudo mostraram que qualquer situagdo que
propicie maior concentracdo de Helicobacter pylori no estdmago, entre eles cirurgias
qgue tenha potencial indutor de refluxo duodenogastrico, apresentam forte paralelo
entre a infec¢do por essa bactéria e o desenvolvimento de lesGes pré-malignas e o
carcinoma gastrico. Situacdo que ocorreria pela aumentada producdo de

polipeptidios tréficos, como a gastrina, em resposta a hipocloridria, da metaplasia
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intestinal e hiperplasia de células enddcrinas. Confirmacéo, ja feita por Miwa et al.
(1992) e Calam (1996).

Em trabalho pioneiro, realizado por Langhans, induziu cancer gastrico em
ratos sem administracdo de carcindgenos (LANGHANS et al., 1981). Mello et al.
(2003) induziram 20% de cancer no coto gastrico em ratos submetidos a
gastrectomia parcial com reconstituicdo a Bll, também sem indug&o de carcin6genos
em nove meses de observacao.

Em estudo experimental em ratos utilizando a piloroplastia de Finney, em
50 semanas com uso de nitrito de sodio na agua de beber (KAMINSKI; KRUEL,
2011) encontraram 55,1% de adenocarcinoma.

O Helicobacter pylori € importante nesse processo, pela maior producéo
de urease, enzima que forma a aménia no estbmago, que é um fator de viruléncia,
necessario para a acdo patogénica. A amodnia além de ser nutriente para as
bactérias, causa lesées na mucosa gastrica e também estimula a liberacdo de
mediadores inflamatdrios como: interleucinas e o fator tumoral-alfa (VANDENPLAS;
BADRIUL, 1999). Este estudo mostrou maior concentracdo de Helicobacter pylori na
parte distal do estbmago com a presenca somente de cancer gastrico tipo intestinal.
Thomazini et al. (2006) encontraram em ratos infectados com Helicobacter pylori,
frequéncia similar em ambos os tipos histolégicos de cancer géastrico (intestinal e
difuso) de Laurén.

A gastrite cronica é uma inflamacao inespecifica da mucosa gastrica
definida por estudo histol6gico (WANG et al., 2008). Ocorre em qualquer regido do
globo terrestre, sua incidéncia aumenta com a idade e sua principal etiologia é de
natureza microbiana, as custas do Helicobacter pylori (SIQUEIRA et al.,, 2007).
Neste estudo com ratos Wistar infectados com Helicobacter pylori submetidos a
piloroplastia, gastrectomia subtotal e ratos apenas infectados, foi encontrado
predominante gastrite cronica discreta, independente do segmento gastrico ou grupo
estudado,diferentemente do encontrado em varios estudos em ratos, que foram do
tipo leve em todos os animais encontrado por Happonen et al. (1996), e que
encontraram maior concentracdo de células inflamatorias nas regides do corpo e
fundo, talvez pela forma de classificacdo dos graus de gastrite variar de um estudo
para outro devido a auséncia de critérios fixos, para estudar a intensidade e
distribuicdo da inflamagéo induzida pelo Helicobacter pylori (GEYER et al.,1993). No

presente trabalho também a maioria do resultado da histopatologia de 100 glandulas
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de cada segmento gastrico (antro, corpo e fundo ) estudados,mostrou a maior
concentracéo de células na regido do antro, sequidos das regides do corpo e fundo,
resultado igual ao ja encontrado por (EATON et al., 1992).

O Helicobacter pylori € responsavel pela infeccdo bacteriana crénica mais
comun no mundo e o principal fator de risco para o cancer gastrico (CREW,
NEUGUT, 2006). E considerado também como um indutor de um complexo
processo, que evolui na mucosa, via gastrite cronica até gastrite atrofica, metaplasia
intestinal, displasia e neoplasia, que esta relaciondo a sua capacidade de produzir
uréase, enzima que produz aménea no estbmago, com atuacdo independente de
outros carcindgenos. Nosso estudo mostrou maior concentracdo de Helicobacter
Pylori na regido antropilorica que apresentou 40% de adenocarcinoma no antro
gastrico, talvez pelo maior contato do material refluido com a mucosa gastrica, que
favoreceria essa relagdo. Estudos divergentes na incidéncia de cancer gastrico por
localizagdo do tumor, sugerem que eles podem representar duas doengas com
diferentes etiologias, pelo aumento na incidéncia de canceres proximais em paises
desenvolvidos (CREW; NEUGUT, 2006).

N&o existe consenso na literatura quanto as técnicas de reconstituicdo do
transito alimentar, apés cirurgias gastricas que propiciam o refluxo duodeno gastrico,
favorecendo a carcinogénese do estdbmago remanescente. Isto ocorre devido os
métodos de deteccédo deste refluxo, com medidas imprecisas, o0 caracter intermitente
do refluxo ou falhas intrinsecas da metodologia empregada (MIWA et al., 1992;
GIRELLI et al., 1996). Entretanto, estudando as relagdes do refluxo através do
piloro, em ratos, e o desenvolvimento de cancer gastrico, apoés segmento de 50
semanas (KOBORI et al., 1984) encontraram prevaléncia de 41% de
adenocarcinoma na mucosa do antro gastrico. Em estudo semelhante, com relacao
a mesma metodologia de inducao do refluxo duodenogastrico através do piloro, mas
com tempo diferente, de trinta semanas Kaminishi et al. (1995), ndo encontrou
lesdes malignas. Em nosso estudo, num segmento de 24 semanas, encontramos
uma prevaléncia de 40% de adenocarcinoma de antro gastrico. Kamata (1993) nao
encontrou casos de carcinomas em cirurgias com reconstituicdo a Billhoth |
(gastroduodenostomia), mesmo com a retirada do piloro e obteve 20,8% de
desenvolvimento de adenocarcinomas no grupo de ratos submetidos a
reconstituicdo a Billroth 11, sem induc&o de carcindgenos, motrando que o importante

nao € apenas a relacdo com o refluxo, mas também sua relacdo com a quatidade



46

maior ou menor.

A associacdo do desenvolvimento de céncer gastrico com ressec¢ao
gastrica por patologia benigna vem sendo estudada desde 1919, por levar a perda
de células produtoras de acido e de enzimas.Essa condi¢cdo se deve ao papel da
hipocloridria, por citoreducdo que favoreceria a proliferacdo de bactérias, tornando
também facil a acdo de carcindbgenos formados endogenamente, como 0S
compostos n-nitrosos. Pressupfe-se que a formacdo enddgena de compostos n-
nitrosos s6 ocorra em estdmagos hipocloridricos, facilitando a colonizacdo de
bactérias redutoras de nitrato e nitrito. Segundo a literatura, a incidéncia de cancer
que ocorre em estdbmago remanescente, ap0s a resseccdo gastrica ter sido
realizada por doenca benigna, varia entre 0,8% a 8,9% dos pacientes
gastrectomizados ( Safatle Ribeiro AV, et al 1996 ). No nosso estudo citoredutor
(gastrectomia subtotal 2/3 de antro e metade do corpo gastrico com presevacao do
piloro e dos nervos vagos) a incidéncia de cancer mostrou-se negativa, jA o grupo
submetido a piloroplastia mostrou-se mais incidente no que tange a gastrite crénica,
metaplasia, displasia e neoplasia. Correa et al. (1975) relataram que em 19 ratos
operados de gastroenteroanastomose infectados com Helicobacter pylori por doze
semanas, nove deles desenvolveram alteracdes displasicas e em sete foram
classificadas como carcinomas. O autor acha que o baixo percentual de malignidade

se deva a dificuldades metodoldgicas no estudo histolégico em ratos.
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6 CONCLUSAO

A incidéncia de gastrite cronica, metaplasia, displasia e neoplasia
aumentou com a colonizacédo do Helicobacter pylori.

A regidao de maior colonizacdo de Helicobacter pylori, foi a regido do
antro, independente do grupo estudado.

As imunomarcacbes com TGFB e PCNA foram mais acentuadas na
mucosa do antro no grupo submetido a piloroplastia, seguido do grupo
gastrectomizado.

Houve confirmacdo entre o estudo histopatolégico e a expressao
imunohistoquimica do PCNA e TGFp.

A cirurgia de piloroplastia em ratos infectados com Helicobacter pylori,

mostrou-se esta diretamente associado ao desenvolvimento do cancer gastrico.
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