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RESUMO: Objetivos: Avaliar a relagao entre o refluxo éntero-géastritteicobacter pylorina génese de
neoplasias epiteliais e seus precursores, no rato submetido a gastrectomia subtotal com reconstrugéo a
Billroth 1l. Método: Foram operados 20 ratos machos daWastar, divididos igualmente em dois grupos: um

grupo controle submetido a laparotomia exploradora e outro submetido & gastrectomia subtotal a Bll. Apos
nove meses de operados, 0s animais foram mortos e seus estdbmagos estudados quanto a quahtificacéo de
pylori por glandula gastrica e a alteragdes epiteliais neoplasicas ou pré-neofté&sichiados Os animais
gastrectomizados tiveram percentual maior de colonizacdh pgtori, assim como de alteracdes epiteliais

gue variaram do aumento do nimero de mitoses ao carcinoma it@sdusida O comprometimento
glandular poH. pyloriaumenta com o refluxo éntero-gastrico proporcionado pela gastectomia parcial, e esta
associado ao desenvolvimento de adenocarcinoma de coto gastrico em ratos.

Descritores Neoplasias gastricas; Gastrectomia; Helicobacter pylori; Régtar

INTRODUCAO tes tumores, como a ingesté@o de nitritos e nitratos,
gue, degradados pela microbiota gastrica, formam
Apesar do declinio de sua incidéncia, o can-n-nitrosaminas, capazes de induzir carcinogénese
cer géastrico ainda € comum em algumas regidesatravés da liberacdo de radicais liveésOutros
H& cerca de 20 anos, no Brasil, correspondia a sefatores relacionados sao o refluxo éntero-gastrico e,
gunda neoplasia mais freqliente em homens e a quintaais recentemente, a presenca de infec¢cdo por
no sexo femininb Estudo mais recente do Ministé- H. pylori®¢ Esta bactéria Gram-negativa espiralada
rio da Saude, o coloca em segundo lugar quanto &sta freqlientemente associada a gastrite cronica, e
incidéncia e em terceiro quanto a mortalida8@a  é capaz de levar a gastrite atréfica, uma reconheci-
patogénese continua sendo exaustivamente estudaa condi¢cao de risco para cancer gastrico. A infec-
da, mas até o momento, nenhum fator isoladamentezdo porH. pylori tem alta prevaléncia na popula-
pode ser implicado na carcinogénese gastrica. A ascdo, mas apenas uma pequena parcela desenvolve
sociacado de fatores, por outro lado, ja se revelou signeoplasia, sugerindo que a bactéria ndo atua isola-
nificativamente importante no desenvolvimento des-damente.
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Da mesma forma, a inducdo do cancer pelopo e fundo. Nos estdmagos operados, os cortes fo-
refluxo éntero-gastrico em pacientes submetidos aam feitos a nivel da anastomose gastro-jejunal, cor-
gastrectomia parcial, é determinada pela elevacéo dpo e fundo. As pecas cirargicas assim tratadas foram
pH géstrico, com aumento da proliferacdo bacterianasubmetidas a quantificacdo He pylori, conforme
com consequente aumento da producéo de n-commétodo descrito a segué a andlise histopatologica
postos, que em Uultima analise, podem causawvisando a identificar alteracGes de carater pré-
metaplasia, displasia e cancer gastrico. neoplasico e neoplasico.

O objetivo deste trabalho é avaliar o compor- Para o estudo histopatoldgico da mucosa gas-
tamento ddH. pylori na carcinogénese gastrica, em trica foi realizada coloracédo de hematoxilina-eosina e
ratos submetidos a gastrectomia parcial com reconsas alteragfes avaliadas foram a hiperplasia foveolar
trucdo a B Il, um modelo experimental sabidamentee displasia. A hiperplasia foveolar foi caracterizada

indutor de refluxo éntero-gastrico. por alongamento, tortuosidade e hipercelularidade glan-
] dular. A definicéo e classificagcdo das displasias obe-
METODO deceu aos critérios de Mifige foram divididas em
leve, moderada e intensa.
Foram utilizados 20 ratos machos da raca Para quantificacdo dd. pylori, as pecas

Wistar, com idade média de trés meses, peso médiairdrgicas fixadas em formol a 3,8% foram submeti-
de 300 g e aclimatados as condi¢Bes do biotério dalas a cortes transversais de antro-piloro e corpo distal,
Instituto Nacional do Cancer (INCa). Nas 24 horasincluidos em parafina e cortados m@le espessura
gue antecederam ao experimento 0s animais tiverarem micrétomo rotativo. Foram utilizadas as colora-
acesso somente a agua. Os animais foram divididogdes deWarthin-Sarry e de Giemsa modificada
em dois grupos: Para determinar a presencakhdlepylori, os cortes
GRUPO | (controle) — constituido por 10 corados em Giemsa modificado, ndo montados, fo-
animais submetidos a laparotomia e manipulacdo doam estudados em campo de 1000 X em dleo de
estbmago. imersdo. Para quantificacdo da bactéria, os cortes
GRUPO Il (gastrectomia) — constituido por corados e montados pela técnicaVdarthin-Sarry
10 animais submetidos a gastrectomia parcial conforam estudados em campo 6ptico com aumento de
reconstrugdo a B Il 400 X. Foram analisadas mais de 100 glandulas antrais
A técnica anestésica utilizada foi a inalacéo por peca e qualificadas como 0 (auséncid.gsylori),
de éter sulfarico em cuba fechada, para sedacéo init (1 a 10 bacilos presentes na luz da glandula}, 2 (1
cial, e ketamina intra-muscular na face anterior da20 bacilos na luz da glandula) e assim sucessivamen-
coxa, na dose de 50 mg/Kthdos os animais foram te. Para quantificacdo d¢te pylori, foi atribuido que
operados em condi¢Bes assépticas e entre as 9 e &8 glandulas qualificadas como 1 possuiam 10 bacilos,
horas. No po6s-operatério permitiu-se a alimentacaaas qualificadas como 2 possuiam 20 bacilos e assim
ad libitum sucessivamente. Com estes dados estabeleceu-se a
A reconstrucdo do transito nos animais do relagdo entre o nimero absoluto de glandulasttom
Grupo |l foi feita através de gastro-jejunostomia pylori e semH. pylori, e calculado o percentual de
oralis-totalis, com alca jejunal situada 2 cm abaixo glandulas comprometidas em relacdo ao total de glan-
da transi¢cdo duodeno-jejunal. A anastomose foi reali-dulas estudadas.
zada com visualizagdo microscopica (microscopio A anélise de quantificagéo d pylori no
Zeiss com objetiva de 10X), em plano total com chuleioGrupo 1l foi realizada no 1/3 distal do estdbmago res-
simples de prolene 5-0, agulha cilindrica de 1,5 cm. secado e no coto gastrico apos a morte dos animais.
Todos os animais foram mantidos no pos-ope-Na primeira objetivou-se detectar a presenca de bac-
ratorio sob as mesmas condi¢fes ambientais. ApOgrias por glandula no terceiro més de vida. Na se-
nove meses de observacdo foram mortos por inalagunda, o intuito foi comparar os dois grupos de ani-
¢do de éter em cuba fechada, e os estbmagos retiraaais com um ano de vida.
dos e abertos pela grande curvatura, presos a isopor Os animais tinham caracteristicas de uma
para evitar retracao e fixados em formol tamponadoamostra simples ao acaso, isto €, eram semelhan-
Na preparacdo para andlise histopatologica, realizates em raga, sexo, peso e idade, e foram escolhidos
ram-se cortes nos estbmagos integros em antro, coeo acaso para os dois bracos do estudo. Optou-se
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pela mediana como medida de tendéncia centralteracdes epiteliais encontradas variaram do aumento
por representar um valor que contém 50% dos dado nimero de mitoses a displasias de diferentes graus,
dos acima e abaixo deste valerespecialmente e até adenocarcinoma invasGom exceg¢ao de um
atil quando os numeros sé&o dispersos e dinico caso (n 6), todos os animais desenvolveram al-
amostragem reduzida. O teste ndo paramétrico déeracdes histopatologicas relacionadas a neoplasia
Wilcoxon foi escolhido porque os dados néo apre-(Tabela 2).

sentavam distribuicdo normal. Neste teste proce- A andlise da quantificacao # pylori mos-
deu-se & comparacgdo dos valores observados ndsou que havia um percentual aumentado de glandu-
dois grupos, com nivel de significancia positivo se las comprometidas por esta bactéria no Grupo Il (me-

abaixo de 0,05. diana do Grupo | de 18,2196rsusmediana do Gru-
po Il de 39,96%)Avaliada esta diferenca estatistica-
RESULTADOS mente pelo teste ndo paramétricMizoxon, obte-

ve-se o valor W=103,5 e P=0,01, mostrando-se, por-
N&o houve mortalidade operatéria. Dois ani- tanto, significativa. Os dois animais que desenvolve-
mais do Grupo Il morreram no quarto e sétimo mesesam adenocarcinoma invasor (n 2 e n 5) tiveram um
de poés-operatério e foram excluidos da analise. Apercentual de comprometimento glandular superior a
avaliacdo do 1/3 distal do estbmago ressecado dosiediana de seu grupo (47,68% e 40,74% respectiva-
animais do Grupo Il revelou, em todos eles, a presenmente versus39,96%) (Bbela 2).
¢a deH. pylori na luz glandula’A quantificacdo, no .
entanto, sé mostrou glandulas do tipo 1 e 2, isto éDISCUSSAO
com até 10 ou 20 bacilos. Os resultados encontram-
se noTabela 1. A primeira referéncia a possivel infeccao
A analise macroscdpica dos estbmagos reti-gastrica poH. pylori foi feita por Bottchef, em
rados apos a morte dos animais, ndo mostrou evidérit874, que relatou a presenca de microrganismos
cias de lesbes sugestivas de neoplasias. No Grupo éspiralados no estbmago de mamiferos. Em 1906,
a microscopia nao evidenciou hiperplasia foveolar ouKreinitz!! identificou estas bactérias na espécie hu-
displasia em nenhuma das pecas. No Grupo Il, as aimana. Marshalt, em 1982, isolou 0 germe através

Tabela 1- Quantificacdo das laminas com coloracdo darthMn-Sarry, do anto géastrico dos animais
do Grupo 2.

ANIMAL N. TIPO 1 * N. TIPO 2** GLAND. COMP. / % DE COMP.
GLAND. LIVRES*** TOTAL****
1 20 0 20/ 91 18,01
2 14 1 15/ 91 14,15
3 20 0 20/ 94 17,54
4 21 1 22 /103 16,93
5 24 4 28 /102 21,53
6 17 0 17/ 98 14,78
7 14 0 14 /103 11,96
8 13 1 14/ 95 12,84
9 21 0 21 /102 17,07
10 26 2 28/ 97 22,40

* Numero de glandulas cohh Pylori quantificadas como 1.

** Namero de glandulas com. Pylori quantificadas como 2.

*** Namero absoluto de glandulas comprometidas e glandulas ndo comprometidas.
**xx Parcentual de glandulas corfl. pylori em relacéo ao total de glandulas estudadas.
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Tabela 2- Achados histopatolégicos e concentracdoHiepylori, apds nove meses de pds-operatorio.

GRUPO NUMERO HISTOPATOLOGIA % DE GLAND
COMP./ TOTAL*

I 1 NORMAL 0

I 2 NORMAL 38

I 3 NORMAL 23,5

| 4 NORMAL 10,71
| 5 NORMAL 21,84
| 6 NORMAL 1,2

I 7 NORMAL 10,94
I 8 NORMAL 50

I 9 NORMAL 35,57
| 10 NORMAL 14,59
Il 1 Aumento do nimero de mitoses; 39,18

displasia leve; hiperplasia foveolar leve
Adenocarcinoma; displasia
Il 2 moderada/intensa; aumento do 47,68
namero de mitoses

Il 3 Displasia leve; hiperplasia foveolar leve 50

1 4 displasia leve 17,35
1 5 Adenocarcinoma; displasia moderada 40,74
Il 6 NORMAL 35,44
1 7 displasia moderada 38,67
1 8 displasia moderada 61,58

* Percentual de glandulas positivas patlapylori/ total de glandulas.

de cultura de bidpsia gastrica endoscépica, em mei@nticorpos do tipo IgG. Seus principais aspectos

paraCampylobacterAssim, a bactéria recebeu ini- patogénicos sat

cialmente o nome d€ampylobacter pylori 1. Producéo de urease, que permite a degra-
Em 1983 Warrert® demonstrou que a maio- dacao da uréia, alcalinizando o meio e favorecendo

ria dos pacientes portadores de Ulcera péptica seu crescimento, além de efeito lesivo direto sobre a

gastrites tinham infeccdo pGampylobacter pylori  mucosa.

Goodwinet al ¥4, em 1989, demonstraram que esta 2. Producado de adesinas, substancias que

bactéria tem 0 16S RNA ribossomal diferente do gé-mantém a bactéria aderida a superficie epitelial e ca-

neroCampylobacter e caracterizaram um novo gé- pazes de levar a liberagéo de fatores nocivos direta-

nero, cHelicobacter Trata-se de um bastonete Gram- mente na membrana celular

negativo curvo ou espiralado, microaerofilo, equipado 3. Degradacao de nitritos e nitratos em N-
com quatro a seis flagelos em uma das extremidacompostos, lesivos ao epitélio.
des®. E capaz de colonizar apenas o epitélio gastrico, 4. Estimulagéo de respostas inflamatérias no

podendo ser encontrado também em mucosa gastriogpitélio, com formacao de radicais livres e outros pro-
ectopica, como no diverticulo de Meckel e no es6fagadutos da resposta inflamatéria que também séao lesi-
de Barrett. VOS ao epitélio gastrico

A infec¢éo poH. pyloriinduz uma resposta O teste histoldgico, usado em nosso trabalho,
imunolbgica caracterizada pela formacao dedeve ser a opgdo quando se realiza endoscopia. A

455



Mello et al. Cancer de Coto Gastrico em Ratos Rev. Col. Bras. Cir.

bactéria é mais abundante no antro e, por isto, precazonsequente gastrifé3®, Mais recentemente, cha-
niza-se realizar as biopsias 1 a 2 cm acima do anahou-se a atencdo para a relacdo entre gastrite alcali-
pilorico. A analise histopatoldgica pode identificar a na eH.pylori 3% Estudos em seres humanos mos-
bactéria, mas sua quantificacdo tem se mostrado degaram que a flora bacteriana do estdmago apos
dificil reproducao entre varios examinadores pois égastrectomia produz maior guantidade de nitrosaminas,
feita de forma subjetivd. gque estdo, sabidamente relacionadas ao desenvolvi-

Dentre as doencas gastro-duodenais produmento de cancer gastriédb Nagahat&®, estudou o
zidas porH. pylori , além da ulcera duodenal e da papel doH. pylori na etiologia da gastrite de refluxo
Ulcera gastrica, chama a atencdo a gastrite crénica&m pacientes submetidos a gastrectomia. Demons-
que pode evoluir com metaplasia intestinal nos casosrou que 40% erarhl. pylori positivos na biopsia e
de agresséao continua#d A ocorréncia de displasia que, apds o tratamento, houve melhora significativa
também pode ser observada em alguns casos, o0 qu®s sintomas e da avaliagdo histolégica da gastrite.
conduziu ao estabelecimento da relaEgylori / Ladaset al *° estudou 38 pacientes nao operados,
adenocarcinoma, e levoiorld Health Oganization  visando a determinar se a colonizacdo antraHpor
(WHO), em 1994, a consideratb pyloricomo fa-  pylori e refluxo duodeno-gastrico seriam independen-
tor carcinogenéticd242¢ Diferentes estudos tes ou estariam correlacionados. Identificou pacien-
epidemioldgicos com testes soroldgicos, estabelecetes portadores de refluxo, através de cintilografia
ram forte correlacdo entre a incidéncia de BrIDA-Tc, e deH.pylori, através de biopsia, e tratou
adenocarcinoma e a positividade sorologica plara clinicamente a infeccdo. ApGs seis meses realizou
pylori 242527 A seqUéncia de eventos para inducdonovo estudo e demonstrou alta taxa de desapareci-
de neoplasia seria: gastrite cronica atréfica, displasiamento do refluxo no grupo tratado que permaneceu
cancer O H. pylori é sabidamente indutor dos dois H.pylori negativo. Outros autores encontraram re-
primeiros passos desta sequéncia. sultados semelhantes estudando a correlagdo entre

Na teoria de carcinogénese proposta porH.pylorie gastrite alcalina de refluxo pds-gastrectomia
Parsonneét , a infeccdo poH. pylori atuaria de a BIl *~
duas formas: induzindo proliferacéo epitelial com pos- A etiopatogenia do cancer gastrico perma-
sibilidade de erros mitdticos e produzindo fatoresnece indefinida. O papel #bpylori, no entanto, vem
mutagénicos relacionados a inflamacao. Neste pontalespertando grande interesse. Considerada definitiva
comum, atuariam os carcindgenos dietéticos comaos linfomas gastricos do tipo MAL># esta cor
agravantes e os anti-oxidantes dietéticos e mecanigelacdo vem se tornando cada vez mais forte também
mos celulares de reparo do ADN como fatores pro-quanto ao adenocarcinoma, particularmente do tipo
tetores. O cancer gastrico teria origem a partir de unintestinal de Lauren. Estudos epidemioldgicos e de
desequilibrio a favor das células mutantes. determinag&o de anticorpos p&taylori, demons-

No que se refere a correlacdo entre traram forte paralelo entre a infec¢ao por este agente
gastrectomia e cancer do coto gastrico (CCG), foie o desenvolvimento de céncer gastrico, com risco
demonstrada uma incidéncia de 1% no periodo de 2@stimado de até seis vezes maior quando comparado
anos apos a cirurgia, com risco igual ao da populacda individuos néo infectadés
geral aos 15 anos e aumento crescente a partir dos 20 A carcinogénese experimental induzida pelo
anos de gastrectonffél. Quanto a sua carcinogénese, H.pylori pode estar relacionada a sua capacidade de
0 CCG é atribuido ao refluxo éntero-gastrico, que proproduzir urease, enzima que forma aménia no esto-
vocaria alteracbes na mucosa do tipo gastrite mago, gerando compostos nitrogenafos
metaplasia intestinal e hiperplasia foveotpre, alte- Estudos em que se utilizou o N-methyl-N"-
rando a cinética celular poderia levar a displasia e/ownitro-N-nitosoguanidina (MNNG) demonstraram que
neoplasia epiteligf-32- 34 o H.pylori atua independentemente deste

A patogénese da gastrite alcalina de refluxo carcinégend®.
esté relacionada ao efeito detergente da bile sobre o A comparacdo experimental da correlacéo
muco gastrico, a alteracdes da secrecdo de bicarb@ntreH.pylori e cancer gastrico é, portanto, de gran-
nato pelas células gastricas e a liberagdo de difererde interesse, assim como, por conseguinte, a possibi-
tes substancias, como prostaglandinas, que possibillidade de prevencdo da neoplasia através da
tariam a retrodifusdo de ions hidrogénio com erradicagdo da bactéria.
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Divergéncias metodologicas na quantificagdo aumento do niumero de bactérias capazes de produzir
deH.pylori, porém, tem dificultado os estudos, ja que nitrosaminas®. Silva®® mostrou ndo s6 um aumento
em diferentes trabalhos cientificos a infec¢ao gastri-da populacdo bacteriana do coto gastrico, como uma
ca tem sido relatada de forma subjetiva como leveyelagdo desta com o tipo de reconstrugdo. Animais
moderada e intensa, o que dificulta a reproducdo d@om reconstru¢cdo em Y de Roux, ou seja, sem reflu-
método entre diferentes pesquisadores. Desta forma&o éntero-gastrico, tiveram indices menores de proli-
idealizou-se um modelo experimental de quantificacddferac&o bacterian@rabalhos mais recentes demons-
gue pudesse ser expresso numericamente, no qualteam proliferacdo déd.pylori no coto géastrico de
contagem déd.pylori € baseada no niumero de bac- pacientes submetidos a gastrectomia a Bll e associ-
térias por glandula gastrica, o que permitiu ndo s6 umam esta bactéria ao desenvolvimento de gastfite
guantificacdo em nameros absolutos, mas também a A seqUéncia de eventos produzidos pelo re-
determinacéo do pércentual de glandulas infectadafluxo éntero-géstrico e que culmina em gastrite
sobre o total estudado. atréfica parece ser semelhante aqueles produzidos

A escolha dos dois parametros pela infecgdo poH.pylori, embora ndo se possa
histopatologicos estudados, a hiperplasia foveolar e @escartar a possibilidade de agéo conjunta entre es-
displasia, baseou-se na cadeia de eventos ligadostas dois fatores.
tese da formacao do adenocarcinoma gastrico induzi- Nosso estudo confirmou os achados do tra-
do porH.pylori e por refluxo. A hiperplasia foveolar balho pioneiro de Langhafs que induziram cancer
gastrica € considerada o mais confidvel marcadodo coto gastrico em ratos sem a administragdo de
histol6gico de refluxo éntero-gastrico no estbmagocarcinégenos. Embora nove meses possam parecer
operado e intact6***’. Na hip6tese de formacao de um curto periodo de tempo, equivalem a 15/20 anos
adenocarcinoma gastrico induzido pbpylori, ad- em humanos, periodo de maior risco de desenvolvi-
mite-se a sequéncia de gastrite crénica atréficamento de céancer do coto gastrico.
metaplasia intestinal, displagiaNo caso da displasia, Os resultados do nosso trabalho também
importante condig&o pré-maligna, optou-se pelos cri-enfatizam a relacdo entre refluxo éntero-géstrico e
térios de Ming’ para o seu diagndstico e classifica- H. pylori e permitem supor que a intensidade da in-
¢do, pela universalidade dos mesmos, aliados a su@cc¢éo géstrica associada ao refluxo possam estar
facil reproducéao. ligadas ao desenvolvimento de cancer do coto gastri-

Arelacao entre gastrectomia e cancer do cotoco de ratos. O grau de comprometimento glandular
gastrico sempre foi considerada importante, com tra-gastrico poH.pylori aumenta com o refluxo éntero-
balhos demonstrando uma probabilidade duas a quagastrico e esta associado a maior incidéncia de alte-
tro vezes maior apos vinte anos da ressec¢do gastniacdes displasicas e neoplasicas no epitélio do coto
ca, quando comparado a populagdo em dgeraD gastrico, em ratos submetidos a gastrectomia parcial
estudo da microbiota do estémago operado revelaom reconstrucao a Bll.

ABSTRACT

Background: Gastric carcinogenesis is still under investigation. Our objective is to evaluate a possible
relationship betweeH.pylori and entero-gastric reflux in the genesis of epithelial neoplasias after Billroth

Il gastrectomy in ratsMethods: Twenty male \gtar rats wee divided into two grups. Goup | rats
underwent laparotomy and group Il had a Billroth Il gastrectomy performed. After nine months, survivors
were killed and their stomachs analysed for quantificatidt.pflori and for pre-neoplastic and neoplastic
changes of the epitheliuResults: Group Il animals had a significant higher percentage of colonization

by H.pylori and their epithelium had more pathological changes that ranged from a higher number of
mitotic cells to invasive carcinom&onclusion: The percentage of glandular involvementHbypylori
increases with entero-gastric reflux after partial gastrectomy and is associated to the development of
gastric stump cancer in rats.

Key Words: Somach neoplasms; Gastitomy; Helicobacter pylori; istar, rats.
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