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INTRODUCAO

O céancer gastrico é a segunda causa de morte por neoplasia maligna no
mundo, afetando cerca de um milhdo de pessoas a cada ano.' Apesar da
reducdo da incidéncia nas ultimas décadas, persiste como problema de saude
publica em nivel mundial. A maior incidéncia, superior a 69 casos por 100.000
habitantes, ocorre no nordeste da Asia (Japdo, Coreia do Sul e China).? No
Brasil, a estimativa para o ano de 2010 é de 14 homens e 8 mulheres por
100.000 habitantes/ano.?

Nos paises com grande incidéncia de cancer gastrico ha programas de
rastreamento para os grupos de alto risco, entretanto, as evidéncias clinicas
atuais sdo insuficientes para recomenda-los em nivel mundial.>* No Japao, a
sobrevivéncia total € estimada em 52%, atribuida a deteccédo precoce em
programas de rastreamento. Nos EUA, Europa e China, varia entre 20 e 25%.°

Nos ultimos anos, 0os avancos nos métodos diagndsticos proporcionaram
um estadiamento mais acurado da doenca, porém o progndéstico ainda
permanece reservado. O Unico tratamento potencialmente curativo é a
resseccdo cirdrgica com esvaziamento linfonodal.® Tumores restritos ao
estbmago, com invasdo minima da parede, tém potencial de cura superior a
90%."

O envolvimento linfonodal no cancer gastrico é descrito por 2 sistemas
principais: o estadiamento da American Joint Committee on Cancer (AJCC),
baseado no numero de linfonodos positivos, e o0 sistema japonés, Japanese

Classification of Gastric Carcinoma (JCGC), baseado na localizacdo dos
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linfonodos positivos. A definicdo da presenca de metastases em linfonodos é
crucial para o prognéstico dos pacientes.® Diversos estudos prospectivos tém
tentado definir a extensao ideal da linfadenectomia regional nos pacientes com
cancer gastrico.? H4 evidéncias que a disseccéo linfonodal D2 pode aumentar a
sobrevida a longo prazo em pacientes com metastases linfonodais, sendo
procedimento padrdo no tratamento curativo de cancer gastrico na Coreia do
Sul e no Japdo.’ Dois estudos europeus, que compararam disseccbes D1 e
D2, falharam em demonstrar maior sobrevida nos pacientes submetidos a
disseccdo D2, mas a falta de experiéncia com o procedimento cirdrgico e
cuidados poOs-operatérios podem ter contribuido para o resultado
insatisfatério."*** Uma revisdo da Cochrane de 2004 demonstrou aumento
significativo da mortalidade apos disseccdo D2, sem beneficio na
sobrevivéncia.™®> Um grande estudo japonés recente concluiu que disseccdo
aléem de D2, com disseccao de linfonodos para-aorticos, ndo parece ter
qualquer beneficio.?

A gastrectomia com disseccao linfonodal é responsavel por maior
morbidade, maior necessidade de transfusdo sanguinea e maior permanéncia
hospitalar.’**" As técnicas diagndsticas, incluindo tomografia computadorizada
(TC) e ultrassom, permanecem insatisfatorias para predizer acuradamente a
presenca de metastases em linfonodos regionais.®'° A acuracia pré-operatéria
da TC e da ultrassonografia endoscopica para deteccdo de metastases
linfonodais varia entre 50 e 70%.%*°

A frequéncia de metastases linfonodais € menor que 5% em pacientes
com tumores mucosos e cerca de 16% em submucosos.® Assim, em cerca de

95% dos pacientes com carcinoma gastrico precoce a linfadenectomia poderia
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ser evitada e volume significativo do estdmago preservado, reduzindo
morbidade e mortalidade.?>*

O linfonodos sentinela (LS) € definido como o primeiro sitio de possiveis
metastases ao longo da rota de drenagem linfatica do tumor primario. O termo
Linfonodo Sentinela surgiu em 1977, quando Cabafas descreveu e usou a
técnica de linfangiogramas em pacientes com cancer de pénis.?* A técnica ndo
foi aplicada até 1992, quando Morton a reintroduziu em pacientes com
melanoma cutaneo.”® Desde entdo, tem sido aplicada rotineiramente no
melanoma e no céancer de mama e, atualmente, tem sido avaliada no
tratamento de pacientes com outros tumores, entre eles o cancer géastrico.®?:%

A bidpsia do LS em cancer gastrico € alvo de controvérsias, pois alguns
autores consideram-na pouco efetiva devido a complexa rede de linfaticos
gastricos e a presenca frequente de metastases saltatérias.””?® Diversos
estudos tém contrariado essa ideia, demonstrando que o LS pode ser

promissor nos pacientes com cancer gastrico.>%
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REVISAO DA LITERATURA

Cancer Gastrico e Linfonodo Sentinela

O céancer gastrico precoce é definido como tumor que ndo ultrapassa a
mucosa e/ou submucosa, independente do comprometimento linfonodal. O
tratamento largamente utilizado no Japdo e em alguns paises europeus tem
sido a gastrectomia total ou subtotal com linfadenectomia D2.? Entretanto, a
incidéncia de metastases linfonodais em cancer gastrico mucoso e submucoso
é de 2-5% e 13-20%, respectivamente.? Assim, muitos pacientes com lesdes
precoces estdo sendo submetidos a dissec¢cbes desnecessarias, aumentando

morbidade e mortalidade.

A aplicabilidade do linfonodo sentinela em pacientes com cancer gastrico
vem sendo amplamente pesquisada nos udltimos anos, principalmente nos
paises asiaticos, com destaque para o Japao, onde a incidéncia é elevada e ha

programas para rastreamento da doenca.*

Mochiki e colaboradores avaliaram a possibilidade do conceito do
linfonodo sentinela ser aplicado em pacientes com cancer gastrico através da
técnica guiada por radiofarmaco. Pacientes com adenocarcinoma gastrico, sem
diagndstico clinico de comprometimento linfonodal (T1, T2 ou T3NOMO), foram
submetidos a gastrectomia e ao mapeamento dos linfonodos sentinelas com
tecnécio-99. Depois de localizados, os LSs foram retirados e a gastrectomia
parcial ou total foi realizada com disseccdo D2. A deteccdo dos LSs teve
sucesso em 96% dos casos. A sensibilidade do estudo foi de 100% para

tumores T1, 92% para tumores T2 e 62% para tumores T3. O estudo concluiu
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que a técnica do LS é reproduzivel em pacientes com cancer gastrico precoce
(T1).#

Ishizakia e colaboradores demonstraram a possibilidade de identificacao
dos linfonodos sentinelas com uso de corante linfatico. O estudo foi realizado
em pacientes com tumores T1 e T2. Azul de isosuflano foi injetado na regiéao
submucosa do sitio tumoral através de um endoscopio e os LSs foram
identificados e avaliados quanto a presenca ou auséncia de metastases.
Gastrectomia padrédo com linfadenectomia D2 foi realizada em todos os

pacientes. A identificacdo do LS teve sucesso em 97% dos casos e a acuracia

da deteccdo de metastases linfonodais foi de 86%.%

Hiratsuka e colaboradores realizaram o mapeamento linfatico em 74
pacientes com tumores Tl e T2 submetidos a gastrectomia com disseccéo
linfonodal estendida (linfadenectomia D2). LSs foram encontrados em 99% dos
casos. Em pacientes com tumor T1 a sensibilidade, especificidade, acuracia e

VPN foram de 100%. 3!

Boff e colaboradores usaram azul patente para o mapeamento linfatico
de pacientes com adenocarcinoma gastrico sem evidéncias pré-operatoria de
comprometimento linfatico. Apés coleta dos LSs, foi realizada gastrectomia
com linfadenectomia D2. A acuracia do LS em predizer comprometimento

linfonodal foi de 91,6%. 2

Varios estudos usando radiofarmaco, corante ou a combinacao desses,
ratificaram os resultados prévios. O sucesso de deteccdo dos LSs variou entre
79% a 97%, a sensibilidade 87 a 100%, a especificidade 95 a 100%, o valor

preditivo positivo 90 a 100% e o valor preditivo negativo 79 a 100%. Todos
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estudos concluiram que o mapeamento do LS é reproduzivel e acurado em
predizer comprometimento linfonodal.?"33%

Morita e colaboradores examinaram todos os linfonodos ressecados dos
pacientes com cancer gastrico (T1-T2) que foram submetidos a bidpsia do LS e
gastrectomia. Exame imuno-histoquimico revelou que metéstases,
especialmente micrometastases, ndo foram diagnosticadas em 9% dos casos,
porém limitavam-se as estacfes as quais os LSs pertenciam. A partir desses
dados, os autores consideraram aceitavel limitar a dissecc¢éo linfonodal aos
sitios aos quais pertencem o LS positivo.*

Alguns cirurgides estdo realizando cirurgias guiadas por LS em tumores
precoces (T1). Pacientes com metastases nos LSs sdo submetidos a
gastrectomia D2 e, em casos de LS negativo, é realizada uma cirurgia menos
extensa, com preservacdo do piloro e vago. Wang e colaboradores®
publicaram resultados preliminares de estudo com resseccao laparoscopica
local guiada por LS. Pacientes com tumores TINOMO com LS negativo foram
submetidos a resseccdo laparoscopica limitada. Todos o0s pacientes
apresentaram LS negativo para metastases no exame de congelacdo e
nenhum paciente foi submetido a resseccdo estendida. Ichikura e
colaboradores também avaliaram a gastrectomia limitada guiada por LS em
pacientes com cancer gastrico precoce. Pacientes com LS negativo para
metastases foram submetidos a disseccao linfonodal das estacdes as quais os
LSs pertenciam. Nenhum dos pacientes com cirurgia limitada apresentou
metastases linfonodais e sobreviveram sem evidéncia de recorréncia. A média
de area de estdbmago ressecado foi significativamente menor do que o

procedimento padrao (92+50 versus 189164 cm?, p<0,001). O estudo concluiu
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bY

que a cirurgia com gastrectomia limitada associada a biopsia do LS foi
considerada segura e aceitavel em pacientes com cancer gastrico precoce

(TINOMO).*’

A bibépsia do LS mostra-se altamente reproduzivel e promissora no
tratamento dos pacientes com cancer gastrico precoce. Ha necessidade de
aprimoramento da técnica e realizagdo de novos estudos com maior numero de

pacientes a fim de consolidar o seu beneficio.

Modelos Experimentais de Carcinogénese em Ratos e Camundongos

Anatomia e Histologia

O estdbmago dos ratos € claramente separado em duas partes: o pré-
estbmago (porcdo proximal) e o corpo (porcdo distal). As caracteristicas
histolégicas do pré-estbmago sdo similares as do es6fago, com epitélio
escamoso, e o restante do estbmago com epitélio glandular. A regido glandular
é subdividida em camadas mucosa, submucosa, muscular propria e serosa.>®
N&o foi encontrada na literatura a descricdo da drenagem linfatica especifica e

detalhada do estbmago desses animais.

Modelos Experimentais

7

A carcinogénese é um processo sequencial e consiste na iniciacao,
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promocédo e progressao tumoral. O céncer € o resultado do dano ao DNA,
envolvendo mutacdo, perda, amplificacdo e recombinacdo de genes.®* A
carcinogénese quimica € orgdo-especifica e depende de muitos fatores,
incluindo a estabilidade do carcindgeno, rota de captacdo, distribuicdo, ativacao

metabdlica, detoxificacéo e eliminac&o. *°

Sugimura criou o primeiro modelo experimental de adenocarcinoma
gastrico em ratos usando N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) publicado
em 1967."" Desde entfo, outros animais demonstraram suscetibilidade a

carcinogénese, incluindo hamsters, ferrets e cachorros. %3

As nitrosaminas sao consideradas potentes indutoras de tumores do
trato digestivo. Estudo realizado por Binato e colaboradores avaliou o potencial
da Dietilnitrosamina (DEN) na inducé&o de tumores gastricos em camundongos.
O estudo obteve altas taxas de inducdo de carcinoma epidermoide (46%) e

adenocarcinoma (30%) géstrico.**

O N-metil-N-nitrosourea (MNU) é um potente mutdgeno e sua acao
carcinogénica direta produz tumores em varias espécies e diversos 6rgaos,
incluindo o sistema nervoso central, intestino, rim, estémago e pele.**” Em
ratos, ha evidéncias de que administracdo intermitente de MNU tem a
capacidade de induzir cancer no pré-estbmago e a administracdo continua no
epitélio glandular.”® Os modelos experimentais de cancer gastrico com MNU
demonstraram tumores mais semelhantes aos humanos, em relacdo as
caracteristicas histopatolégicas, quando comparados aos tumores tipicamente
encontrados em ratos.”**® Altas doses em curtos periodos induzem mais

lesBes do que baixas doses por longos periodos.>*
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Maekawa e colaboradores pesquisaram o efeito do uso continuo do
MNU diluido em agua, administrado ad libitum na concentracdo de 100 ppm em
ratos F344. Apés 42 semanas, 18% dos ratos apresentaram adenocarcinoma
géstrico.” Tatematsu e colaboradores utilizaram MNU em camundongos C3H
na concentracdo de 120 ppm por 30 semanas e obtiveram 40% de
adenocarcinomas apés 54 semanas.*® Yamamoto e colaboradores obtiveram
60% de adenocarcinomas com a mesma concentracdo administrado por 42
semanas a camundongos C3H.>

Hirota e colaboradores administraram MNU diluido em &gua destilada na
concentracdo de 400 ppm a ratos F344 por 25 semanas ou 15 semanas.*® Os
animais foram sacrificados 20 semanas apdés a cessacdo da ingestdao do
carcinégeno. Adenocarcinoma invasivo foi encontrado em 100% e 38% dos
ratos, respectivamente. O MNU induziu seletivamente cancer gastrico na regiao
glandular em alta incidéncia. Shimizu e colaboradores, usando a mesma
concentracdo em ratos F344 por 12 semanas, obtiveram, apos 36 semanas, 27
lesBes no estdmago de 20 ratos.”* Os modelos de carcinogénese gastrica
estdo resumidos na Tabela 1.

O MNU comprovadamente induz cancer gastrico na regido glandular do
estbmago de camundongos e ratos. As caracteristicas histopatoldgicas dos
tumores induzidos pelo MNU sdo semelhantes aos tumores encontrados em
humanos.’®*! Portanto, esses modelos experimentais sdo extremamente (teis

nas pesquisas relacionadas ao cancer gastrico.
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Tabela 1. Modelos experimentais de carcinogénese géastrica com MNU em

ratos F344 e camundongos C3H.

Maekawa

Tatematsu

Yamamoto

Hirota

Shimizu

F344

C3H

C3H

F344

F344

100

120

120

400

400

42

30

42

25

12

42

54

42

45

36

18

40

60

100

100

*semanas
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Correlacionar o tempo de inducdo da carcinogénese gastrica com

estadiamento da leséo primaria (T).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Induzir adenocarcinoma gastrico em ratos Wistar usando N-metil-N-

nitrosourea diluido em agua e administrado ad libitum.

Desenvolver um modelo experimental de deteccdo do linfonodo

sentinela em ratos Wistar com adenocarcinoma gastrico.
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Abstract

Background: The applicability of the sentinel lymph node (SLN) has been
evaluated in patients with early gastric tumors. There are reports in the literature
of experimental gastric carcinogenesis in rats using N-methyl-N-nitrosourea
(MNU). However, there is no report of an experiential model of sentinel lymph
node in gastric cancer.

Objective: To establish an experimental model of sentinel lymph node in Wistar
rats with gastric cancer induced by MNU.

Methods: A total of 48 Wistar rats were used. They received MNU dissolved in
water at a concentration of 200 ppm and administered ad libitum for a period
ranging between 16 and 70 weeks. Every six weeks, a group of four rats were
undergone to surgery and, in cases of suspected gastric lesions, patent blue
was injected into the subserosal lesions and lymphatic mapping was performed.
Possible sentinel lymph nodes were collected, and the animals undergone to
total gastrectomy. In rats without a suspect lesion, only the total gastrectomy
was performed.

Results: In total, 44 rats were undergone to surgery. We have not identified
during surgery of gastric tumors with the histopathologic diagnosis of
adenocarcinoma. The rate of gastric adenocarcinoma was 4.5% (0.5 to 15). The
lymphatic mapping was performed in two animals with suspicious lesions.
However, the pathological examination discarded malignancy.

Conclusions: The experimental model of carcinogenesis in Wistar rats, using a
200 ppm of MNU dissolved in water, in our study no practice viability was

shown, due to the low rate of adenocarcinoma.
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RESUMO

Introducgéo: A aplicabilidade do linfonodo sentinela vem sendo avaliada em
pacientes com tumores gastricos precoces. H& registros na literatura de
modelos experimentais de carcinogénese gastrica em ratos com uso de N-
metil-N-nitrosourea (MNU). Entretanto, ndo ha relatos de um modelo

experimental de linfonodo sentinela em cancer gastrico.

Objetivo: Criar um modelo experimental de bidpsia do linfonodo sentinela em

ratos Wistar com cancer gastrico induzido por MNU.

Métodos: Usamos 48 ratos Wistar que receberam MNU diluido em agua na
concentracédo de 200 ppm ad libitum por um periodo que variou entre 16 e 70
semanas. A cada seis semanas, um grupo de quatro ratos foi submetido a
cirurgia e, em caso de lesbes gastricas suspeitas de malignidade, azul patente
foi injetado na subserosa das lesbes e o mapeamento linfatico realizado. Os
possiveis linfonodos sentinelas foram coletados e os animais submetidos a
gastrectomia total. Nos ratos sem lesdo suspeita, apenas a gastrectomia total

foi realizada.

Resultados: No total, 44 ratos foram submetidos a cirurgia. Nao identificamos
tumores gastricos com diagndstico histopatolégico de adenocarcinoma durante
0 transoperatorio. A incidéncia de adenocarcinoma gastrico foi de 4,5% (0,5-
15). O mapeamento linfatico foi realizado em dois animais com lesdes

suspeitas, entretanto o exame anatomopatolégico descartou malignidade.

Conclusdes: O modelo experimental de carcinogénese em ratos Wistar,
usando concentracdo de 200 ppm de MNU diluido em agua, ndo demonstrou

viabilidade prética devido a baixa incidéncia de adenocarcinoma gastrico.
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INTRODUCAO

A definicAo do comprometimento linfonodal € um indicador prognéstico
crucial em pacientes com cancer gastrico.* O Unico tratamento potencialmente
curativo é a ressecgdo cirurgica com esvaziamento linfonodal. Varios estudos

prospectivos tém tentado estabelecer a extensdo ideal da linfadenectomia.?

O linfonodo sentinela (LS) é definido como o primeiro sitio de drenagem
linfonodal da lesdo primaria e representa o primeiro sitio de metastases ou
micrometastases.®> O LS vem sendo usado amplamente nas Gltimas duas
décadas nos pacientes com melanoma cutaneo e cancer de mama.>*
Atualmente, o procedimento estd sendo testado em pacientes com cancer
gastrico na tentativa de reduzir a extensdo da dissecgcdo linfonodal,
principalmente nos pacientes com lesdes precoces. Apesar da drenagem
linfatica complexa e multidirecional do estdmago, varios estudos demonstraram
gue a biopsia do linfonodo sentinela tem alta acuracia na deteccdo de

metastases linfonodais em pacientes submetidos a gastrectomia.>”

Sugimura e Sugimura criaram o0 primeiro modelo experimental de
adenocarcinoma gastrico induzido por N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG) em ratos e, desde entéo, outros modelos estdo sendo criados.® O N-
metil-N-nitrosourea (MNU) € um agente carcinogénico direto que induz tumores
em varias espécies e numa variedade de 6érgéaos, incluindo o sistema nervoso
central, estdmago, intestino, rim e pele.**? Os modelos experimentais de
cancer gastrico com MNU induziram tumores mais semelhantes aos humanos,
em relacdo as caracteristicas histopatolégicas, quando comparados aos

tumores tipicamente encontrados em ratos.****
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Os camundongos e ratos sdo espécies Uteis nos modelos experimentais
de carcinogénese devido a sua disponibilidade e suscetibilidade. A eficicia do
MNU na inducdo do cancer gastrico ja foi comprovada.'**>*® Entretanto, até o
momento atual, ndo ha registros na literatura de um modelo experimental de
linfonodo sentinela.

O objetivo deste estudo foi criar um modelo experimental de deteccao do
linfonodo sentinela em ratos Wistar com adenocarcinoma gastrico induzido por

MNU.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRA

O presente estudo foi realizado no Centro de Pesquisa Experimental do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Utilizamos quarenta e oito ratos
Wistar (Rattus norvergius albicuns), machos, adultos (oito semanas) e peso
inicial variando entre 271 e 401 gramas. Os ratos foram acondicionados em
gaiolas (trés ratos/gaiola) em condi¢cdes padronizadas (ciclos de 12h de
luz/escuro, temperatura de 22+2°C, umidade relativa de 45%), acesso livre a
agua e dieta (Nuvilab CR-1 — Nuvital S/A) com proteina bruta 22 a 22,5%,
extrato etéreo (gordura) 4,4 a 4,6 %, carboidrato 53 a 55% e energia

metabolizavel 2950 Kcal/Kg.
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INDUCAO DO CANCER GASTRICO

N-metil-N-nitrosourea (MNU - Sigma Aldrich) foi diluido com
dimetilsulféxido (DMSO) e a solucao padrao foi acondicionada em local fresco
e protegido da luz. MNU foi adicionado a agua na concentracdo de 200 ppm e
preparado trés vezes por semana. A agua contendo MNU foi administrada ad
libitum durante um periodo que variou entre 16 e 70 semanas, armazenada em
garrafas de vidro opaco para evitar fotdlise. Apds 16 semanas de exposicéo ao
MNU, quatro ratos foram escolhidos randomicamente e submetidos a cirurgia.
A partir de entdo, a cada seis semanas, até a 702 semana, novo grupo de

quatro ratos foi selecionado e a cirurgia realizada.

TECNICA CIRURGICA

Anestesia: Apos NPO de seis horas e acesso livre a dgua os animais foram
anestesiados com solucdo de Ketamina (100 mg/Kg) + Xylazina (10 mg/Kg)

intraperitoneal.

Laparotomia: Os animais foram submetidos a tricotomia abdominal e a uma
incisdo abdominal mediana de 4 cm. O estdmago foi exposto através de
minima manipulacdo, a fim de ndo haver dano ao sistema de drenagem

linfatica, e avaliado por inspecéo e palpacéo (Figura 1).

Mapeamento linfatico: Nos casos de lesdes suspeitas de malignidade, 0,1 ml

de azul patente foi injetado com agulha 26 gauge na subserosa da leséo
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(Figuras 2 e 3). Apés 5 minutos de observacéo (Figuras 4 e 5), as éareas
perigastricas de migracdo do corante foram coletadas e enviadas para exame

anatomopatologico.

Gastrectomia: Gastrectomia foi realizada nos animais que sobreviveram além
de 16 semanas e, nos casos de lesdes suspeitas, apds o mapeamento linfatico.
Os estbmagos foram abertos pela grande curvatura e a macroscopia realizada
na sala de cirurgia. Todo material coletado foi processado e analisado no

laboratorio de patologia.

Figura 1. Exposicdo do estdbmago
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Figura 2. Infiltrac&o de azul patente na subserosa da

lesdo suspeita

Figura 3. Azul patente na subserosa da lesdo suspeita



Figura 4. Migracao do azul patente através dos linfaticos |

Figura 5. Migracéo do azul patente através dos linfaticos Il
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Morte dos Animais

Apos a realizacdo do mapeamento linfatico e gastrectomia, foi realizada

a eutanasia através de toracotomia com secc¢ao dos grandes vasos cardiacos.

Figura 6. Eutanasia com seccdao dos grandes vasos cardiacos

Critérios de Exclusao

Animais que morreram antes das 16 semanas de exposicdo ao MNU

foram excluidos do estudo e submetidos a necropsia.

Analise Histopatoldgica

Os estdmagos foram fixados em solucdo de formalina, seccionados em

oito fragmentos no maior eixo e processados em parafina. Os tecidos foram

corados com hematoxilina-eosina (HE) e realizada a andlise histopatologica. As
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lesBes neoplasicas foram classificadas de acordo com o tipo histolégico em
adenocarcinoma, carcinoma epidermoide e sarcoma. Os adenocarcinomas
foram classificados em bem diferenciados e pouco diferenciados. Os possiveis
linfonodos coletados também foram avaliados quando a presenca ou auséncia

de metastases.

ANALISE ESTATISTICA

No célculo da incidéncia de adenocarcinomas gastricos utilizamos o
intervalo de confianca para propor¢des usando o Método Binomial. Nas médias

de variaveis quantitativas utilizamos o teste t de Student.

ETICA

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
do Grupo de Pesquisa e PoOs-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (GPPG/HCPA).

Este estudo necessitou observacdo dos animais por tempo prolongado.
A ingestdo da agua contendo MNU e a carcinogénese ocorrem de maneira

assintomatica. >
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FINANCIAMENTO

Este projeto foi financiado pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos
(FIPE) do HCPA e recursos proprios. O gasto total foi de 12.500,00 reais,

sendo 10.000,00 reais do FIPE e 2.500,00 reais do pesquisador.

RESULTADOS

Do total de 48 ratos Wistar machos alocados, quatro morreram antes da
162 semana e foram excluidos do estudo. A necropsia demonstrou que as
mortes foram ocasionadas por pneumonia. A sobrevivéncia total foi de 92% e a
média geral de peso inicial de 346+33 gramas. O ganho de peso semanal
durante o periodo de acompanhamento foi menor nos ratos que desenvolveram
neoplasias em relacdo aos que ndo desenvolveram (2,1 g x 3,2 g; p=0,07). As

médias das variaveis da amostra estdo descritas na Tabela 2.

No intervalo que variou entre 16 e 70 semanas, 44 ratos foram
submetidos a cirurgia. Dois animais apresentaram lesdes suspeitas de
malignidade na avaliacdo inicial do estdbmago (semana 28 e 34). Nesses
animais, realizamos o mapeamento linfatico com azul patente. O material
corado foi coletado e enviado ao laboratoério de patologia. O estdbmago desses
dois animais nao apresentava lesbes neoplasicas e 0 exame

anatomopatolégico nao identificou linfonodos na amostra coletada.

Até a 702 semana, quando o Ultimo grupo de ratos foi operado, néo
identificamos nenhuma lesédo gastrica visivel ou palpavel que tenha sido

confirmada como adenocarcinoma no exame histopatolégico. Na 642 semana,
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encontramos uma lesdo volumosa ocupando cerca de um terco da parede
gastrica anterior e foi diagnosticada como sarcoma (Figuras 8 e 9). No periodo
entre as semanas 52 e 70, seis estbmagos apresentaram infiltrado inflamatério
da mucosa (Figuras 10 e 11). Na semana 70, um rato apresentou volumosa
massa em regidao abdominal inferior e teve diagnéstico de neoplasia adrenal.
Na 222 semana, foi identificado um carcinoma epidermoide indiferenciado no
pré-estbmago. Nas semanas 52 e 70, evidenciamos dois adenocarcinomas
gastricos bem diferenciados invadindo discretamente a muscular prépria (T2a)
(Figuras 12-14). Obtivemos uma incidéncia de adenocarcinoma gastrico de
4,5% (IC 0,5-15%). Os principais achados histopatolégicos estdo descritos na

Tabela 3.

Tabela 2. Médias das variaveis da amostra

44 346+33 469+59 50+14
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Tabela 3. Resultado dos exames histopatologicos das laminas gastricas

52 2 1 0 0
58 3 0 0 0
64 1 0 0 1
70 0 1 0 0

Figura 8. Sarcoma gastrico (HE 40 X)



Figura 9. Sarcoma gastrico (HE 400X)

Figura 10. Processo inflamatério da mucosa gastrica (HE 100X)
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Figura 11. Processo inflamatério da mucosa gastrica (HE 400X)

Figura 12. Adenocarcinoma gastrico (T2a) (HE 40X)
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Figura 13. Adenocarcinoma gastrico (T2a) (HE 100X)

Figura 14. Adenocarcinoma gastrico (T2a) (HE 400X)
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DISCUSSAO

Escolha do Carcin6geno e Resultados Obtidos

Em nosso estudo, obtivemos baixa incidéncia de adenocarcinoma
gastrico induzidos por MNU na concentracdo de 200 ppm. Ha evidéncias na
literatura, de que a administracdo continua de MNU tem a capacidade de
induzir cancer na regigo glandular do estdmago de camundongos e ratos.***?
Os modelos experimentais de cancer gastrico com MNU apresentaram tumores
mais semelhantes aos humanos, em relacdo as -caracteristicas
histopatolégicas, quando comparados aos tumores tipicamente encontrados

em ratos.’*** Altas doses de MNU em curtos periodos induzem mais lesdes do

que baixas doses por longos periodos.®

Maekawa e colaboradores pesquisaram o efeito do uso continuo de
MNU diluido em agua na concentracdo de 100 ppm em ratos F344. Apés 42
semanas, 18% dos ratos apresentaram adenocarcinoma gastrico.'® Tatematsu
e colaboradores usaram MNU em camundongos na concentracdo de 120 ppm
por 30 semanas e obtiveram 40% de adenocarcinomas ap6s 54 semanas.™
Yamamoto e colaboradores obtiveram 60% de adenocarcinomas em
camundongos com a mesma concentracdo de MNU administrado por 42
semanas.*® Hirota e colaboradores usaram MNU na concentracéo de 400 ppm
em ratos F344 por 25 semanas e obtiveram 100% de adenocarcinomas

invasivos.!” Shimizu e colaboradores, usando a mesma concentracdo por 12
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semanas, obtiveram 27 lesdes malignas no estdmago de 20 ratos F344 apds
36 semanas.'®

Os estudos prévios nao descreveram com detalhes o nivel de invasao
das lesbes primérias e o tempo minimo de exposicdo ao MNU para essas
lesBes ocorrerem. Ha apenas registros do tempo necessario para
desenvolvimento dos tumores, sem a graduacédo das lesbes. Nés realizamos as
primeiras cirurgias apés 16 semanas de exposicdo ao MNU no intuito de
descrever o tempo minimo necessario para obter determinado estagio da lesao
(T). Nosso ultimo grupo de ratos foi operado com 70 semanas e recebeu MNU
até o dia do obito. Portanto, nossos animais foram expostos ao MNU por tempo
prolongado e superior aos estudos previos. Certamente, ndo foi o tempo de
exposi¢cdo ao MNU o motivo da nossa baixa incidéncia de neoplasias.

Usamos uma concentracdo intermediaria de MNU em relacdo aos
estudos anteriores, pois concentracées menores obtiveram baixa incidéncia de
adenocarcinomas e concentracdes maiores demonstraram lesdes gastricas
avancadas e multiplas. Estudos realizados em humanos evidenciaram que a
técnica do LS é eficaz em lesbes precoces (Tl e T2). Em lesbes mais
avancadas, ha destruicdo dos linfaticos e o mapeamento é prejudicado.?>** O
nosso objetivo foi obter tumores precoces a fim de reproduzir a técnica do LS
em um modelo experimental, entretanto obtivemos uma incidéncia de tumores
inferior aos experimentos que usaram concentracdes menores de MNU.'**>
Além disso, ndo identificamos os adenocarcinomas, diagnosticados pelo exame
histopatoldgico, durante o transoperatério. Em vista disso, ndo foi possivel a
realizacdo do mapeamento linfatico nesses casos. Em humanos, varios

estudos utilizaram o auxilio da endoscopia transoperatoria para identificacéo
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dos tumores primarios e aplicacdo do corante ou radiofarmaco.*?>?° O uso da
endoscopia digestiva alta poderia ter auxiliado na identificagdo das lesdes nao

detectadas no transoperatorio.

O sucesso na indugdo de tumores em modelos experimentais, entre
outros fatores, também depende das caracteristicas genéticas dos animais. Ha
registros na literatura de ratos resistentes ao potencial carcinogénico do MNU.
O rato Bufalo é resistente ao MNU, sendo um traco herdado de carater
dominante.?” Maekawa e colaboradores compararam a incidéncia de tumores
entre ratos F344 e ACI/N. Os animais receberam MNU diluido em agua e
diversos o¢rgaos foram avaliados, entre eles o estdmago. A incidéncia de
adenocarcinoma gastrico foi significativamente menor nos ratos ACI/N quando
comparados aos F344. O estudo concluiu que a carcinogénese ¢ influenciada
pelas caracteristicas genéticas dos animais.™ Até o0 momento da realizacéo do
nosso estudo, ndo encontramos na literatura modelos experimentais de

adenocarcinoma gastrico em ratos Wistar, tampouco registros de uma possivel

resisténcia desses ao MNU.

A adicdo de algumas substancias promotoras aos indutores da
carcinogénese pode potencializar seus efeitos. Takahashi e colaboradores
adicionaram cloreto de sodio ao MNNG e obtiveram aumento significativo da
incidéncia de cancer gastrico em relacdo ao grupo de ratos que somente
recebeu MNNG.?® Outro estudo avaliou a adicdo de Dimethylitaconate (DMI)
ao MNU em ratos F344 e demonstrou significativo aumento na incidéncia de
adenocarcinomas gastricos quando comparados ao grupo controle (95%

versus 12%; p<0,005).%
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Os componentes nutricionais da dieta também podem ter influenciado os
resultados obtidos. Tatsuda e colaboradores examinaram o efeito da dieta
hipoproteica na incidéncia de cancer gastrico induzido por MNNG em ratos
Wistar.*® A incidéncia de lesdes malignas foi significativamente maior em ratos
com dieta hipoproteica quando comparada ao grupo que recebeu dieta padrao.
Os mecanismos de efeito da dieta hipoproteica na potencializacdo da
cacinogénese nao sao conhecidos, mas pelo menos trés mecanismos S&o
aventados. Uma hipoOtese seria que a dieta hipoproteica teria efeito na
imunomodulagéo, o que poderia influenciar o desenvolvimento de neoplasias
por alterar a regulacdo de mecanismos imunes do hospedeiro.®* Outra
hipotese seria o possivel efeito na secrecdo de varios hormoénios, incluindo o
horménio do crescimento, TSH, gastrina e somastotatina.**** Esses horménios
sdo estreitamente relacionados ao crescimento da mucosa gastrointestinal.** A
terceira possibilidade poderia estar relacionada ao aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico, pois ha evidéncias de controle neural na
proliferacdo celular.® Nossos ratos receberam dieta padrdo e apresentavam
bom estado nutricional no dia da cirurgia. Somente a realizacdo de novos
estudos, com administracdo de MNU associada a dieta hipoproteica, poderia
elucidar o efeito dessa dieta na incidéncia de adenocarcinoma gastrico em

ratos Wistar.

Mapeamento Linfatico

A deteccéo do linfonodo sentinela pode ser realizada através do método

radioguiado, com uso de corante ou a associacdo de ambos. Varios corantes ja
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foram testados para detecgcéo do linfonodo sentinela: azul de isosulfano, azul
patente, azul de metileno, azul de Evans, entre outros.>*>% Nés escolhemos o
azul patente para o mapeamento linfatico porque ele demonstrou ser eficaz nos

estudos realizados em humanos®"3®

e ser utilizado amplamente em nossa
instituicao.

A aplicacao do azul patente na subserosa do estbmago e 0 mapeamento
linfatico demonstraram ser factiveis em ratos. Conseguimos observar
nitidamente a migracdo do corante através dos linfaticos gastricos e

perigastricos. Entretanto, ndo foi possivel avaliar a factibilidade da bi6psia do

linfonodo sentinela pela baixa incidéncia de tumores obtidos.

CONCLUSOES

O modelo experimental de carcinogénese em ratos Wistar, usando
concentracdo de 200 ppm de N-metil-N-nitrosourea diluido em agua, nao
demonstrou viabilidade pratica em nosso estudo devido a baixa incidéncia de

adenocarcinoma gastrico.

O mapeamento linfatico do estdbmago com o uso de azul patente
demonstrou ser reproduzivel em ratos. Entretanto, ndo conseguimos avaliar a
factibilidade da biopsia do linfonodo sentinela em virtude do nosso pequeno

namero de animais que desenvolveu neoplasia.
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PERSPECTIVAS

Apesar dos ratos serem suscetiveis a carcinogénese gastrica, a
realizacdo do modelo experimental de deteccdo do linfonodo sentinela
demonstrou importantes dificuldades técnicas devido ao tamanho diminuto
desses animais. A utilizacdo de animais de maior porte, associada a
endoscopia digestiva, poderia facilitar a identificacdo das lesGes primarias.
Além disso, haveria a possibilidade do corante linfatico ser aplicado
diretamente no sitio tumoral com auxilio do endoscépio. Novos estudos, com
animais de maior porte associados a endoscopia digestiva, poderédo validar a

técnica do linfonodo sentinela em um modelo experimental.
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RESUMO

Introducdo: O N-metil-N-nitrosourea (MNU) € uma substancia carcinogénica
de acao direta, induzindo tumores em varias espécies e numa variedade de
orgdos. O MNU, diluido em &agua e administrado ad libitum, induz
adenocarcinoma na regido glandular do estdbmago de ratos F344 e
camundongos C3H.

Objetivo: Estabelecer um modelo experimental de cancer gastrico induzido por

N-metil-N-nitrosourea em ratos Wistar.

Métodos: Foram alocados 48 ratos Wistar que receberam N-metil-N-
nitrosourea diluido em agua na concentracdo de 200 ppm, administrado ad
libitum por um periodo que variou entre 16 e 70 semanas. Ap0s 16 semanas,
guatro ratos foram sacrificados e seus estdmagos examinados. A partir de
entdo, a cada seis semanas um novo grupo de quatro ratos foi sacrificado até a

702 semana.

Resultados: A sobrevivéncia dos animais durante o0 periodo de
experimentacdo foi superior a 90%. NOs obtivemos a inducdo de dois
adenocarcinomas, um carcinoma de células escamosas e um sarcoma

gastrico. A incidéncia de adenocarcinoma gastrico foi de 4,5% (IC= 0,5-15).

Conclusdes: O modelo experimental de carcinogénese gastrica em ratos
Wistar, usando uma concentracédo de 200 ppm de N-metil-N-nitrosourea diluido
em agua, ndo demonstrou viabilidade pratica em nosso estudo devido a baixa

incidéncia de adenocarcinoma gastrico.

Palavras-chaves: N-metil-N-nitrosourea; carcinogénese gastrica, ratos Wistar
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INTRODUCAO

Desde que o primeiro modelo experimental de adenocarcinoma géastrico
induzido por N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) foi publicado®, muitos
outros modelos vém sendo desenvolvidos.?®* O N-metil-N-nitrosourea (MNU) é
um agente carcinogénico direto que induz tumores em varias espécies e numa
variedade de 6rgaos, incluindo o sistema nervoso central, estbmago, intestino,
rim e pele.*”

Os camundongos e ratos sdo espécies particularmente Gteis para estudo
da carcinogénese devido a disponibilidade de linhagens transgénicas e
mutantes. O MNU, diluido na agua de beber por 25-42 semanas, induz cancer
na regido glandular do estdmago de ratos F344 e camundongos C3H.%"* Esses
modelos animais tém sido amplamente utilizados, ndo apenas para investigar a
patogénese do cancer gastrico, mas também para a identificacdo de possiveis
agentes promotores e protetores.'®* O objetivo do presente estudo foi criar
um modelo experimental de inducdo de cancer na regido glandular do
estbmago de ratos Wistar e descrever a relacdo entre tempo de inducdo e

estadiamento da lesédo primaria (T).

MATERIAIS E METODOS

Um total de 48 ratos Wistar, machos, com oito semanas de idade, foram
acondicionados em caixas (trés ratos em cada caixa), em condicdes
padronizadas (ciclos de 12h de luz/escuro, temperatura de 22+2°C, umidade

relativa de 45%), com acesso livre a agua e dieta (Nuvilab CR-1 — Nuvital S/A).
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MNU (Sigma-Aldrich) foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) e a solucdo
padréo foi acondicionada em local fresco e protegido da luz. A 4gua de beber
dos animais foi preparada com MNU na concentracédo de 200 ppm e renovada
trés vezes por semana. Os animais receberam agua e racdo padrao ad libitum
durante um periodo que variou entre 16 e 70 semanas. A 4gua foi armazenada
em garrafas de vidro opacas para evitar fotdlise. Apds 16 semanas de
exposicdo ao MNU, quatro ratos foram escolhidos randomicamente e
sacrificados. A partir de entdo, a cada seis semanas, até a 702 semana, um
novo grupo de quatro ratos foi selecionado, sacrificado e seus estbmagos

avaliados.

Critérios de excluséo: Os animais que morreram antes de 16 semanas foram

excluidos do estudo e submetidos a necropsia.

Andlise histopatologica: Os estdbmagos foram fixados em solucdo de
formalina, seccionados em oito fragmentos no maior eixo e processados em
parafina. Os tecidos foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e
submetidos a avaliacdo histopatolégica. As lesdes neoplasicas foram

classificadas em adenocarcinoma, carcinoma epidermoide e sarcoma.

Andlise estatistica: No calculo da incidéncia de desenvolvimento de
adenocarcinomas gastricos, utilizamos o intervalo de confianca para
proporcdes usando o Método Binomial e o teste t de Student para as médias de

variaveis quantitativas.
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Etica: O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de

Pesquisa e P6s-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

RESULTADOS

Do total de 48 ratos Wistar machos, quatro animais morreram antes da
162 semana e foram excluidos do estudo. A necropsia demonstrou que as
mortes foram ocasionadas por pneumonia. A sobrevivéncia total foi de 92%. A
média geral de peso inicial foi de 346+33 gramas. O ganho de peso semanal
durante o periodo de acompanhamento foi menor nos ratos que desenvolveram
neoplasias em relacdo aos que ndo as desenvolveram (2,1 g x 3,2 Q),
entretanto a diferenca nao foi significativa (p=0,07). As médias das variaveis da

amostra estao descritas na Tabela 1.

Na 642 semana, encontramos uma lesdo volumosa ocupando cerca de
um terco da parede gastrica anterior, a qual foi diagnosticada como sarcoma.
No periodo entre as semanas 52 e 70, evidenciamos seis casos com infiltrado
inflamatorio da mucosa gastrica (Figura 1). Na semana 70, um rato apresentou
volumosa massa em regido abdominal inferior que foi diagnosticada como
neoplasia de adrenal. Na 222 semana foi identificado um carcinoma
epidermoéide indiferenciado no pré-estdtmago. Nas semanas 52 e 70 tivemos o
diagnostico de dois casos de adenocarcinoma gastrico bem diferenciado
invadindo discretamente a muscular prépria (T2a) (Figura 2). A incidéncia de
desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico foi de 4,5% (IC 0,5-15%). Os

principais achados histopatologicos estdo descritos na Tabela 2.
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DISCUSSAO

Em nosso estudo, obtivemos baixa incidéncia de adenocarcinoma
gastrico induzido por MNU na concentracdo de 200 ppm. H& evidéncias na
literatura de que a administracdo continua de MNU a camundongos e ratos tem
a capacidade de induzir cancer, de maneira seletiva, na regido glandular do
estdbmago.®**

Maekava e colaboradores examinaram os efeitos do MNU diluido em
agua na concentracdo de 100 ppm e administrados a ratos F344. Apés 42
semanas, 18% dos ratos apresentaram adenocarcinoma gastrico.® Tatematsu
e colaboradores administraram MNU a camundongos C3H na concentracao de
120 ppm por 30 semanas e obtiveram 40% de casos de adenocarcinoma apos
54 semanas.'” Hirota e colaboradores, utilizando MNU a 400 ppm em ratos
F344 por 25 semanas, obtiveram 100% de adenocarcinoma invasivo.® Nés
utilizamos uma concentracao intermediaria de MNU (200 ppm), pois estudos
com concentracfes menores tiveram baixa incidéncia de adenocarcinoma e
concentracfes maiores promoveram o desenvolvimento de tumores invasivos.
Nosso objetivo foi obter lesdes precoces a fim de estabelecer a relacédo entre
tempo de inducao e estadiamento da lesdo primaria (T).

A adicdo de algumas substancias promotoras ao carcindgeno pode
potencializar seus efeitos. Lee e colaboradores avaliaram a adicdo de
Dimethylitaconate (DMI) ao MNU em ratos Fischer 344 e demonstraram
significativo aumento na incidéncia de adenocarcinoma gastrico quando
comparados ao grupo controle (95% x 12%; p<0,005)."® Outro estudo que

administrou cloreto de sd6dio ao MNNG obteve aumento significativo da
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incidéncia de céancer gastrico em relacdo ao grupo que somente recebeu
MNNG.'®

Os componentes nutricionais da dieta também podem ter influenciado
nos resultados obtidos. Tatsuta e colaboradores examinaram o efeito da dieta
hipoproteica na incidéncia de cancer géstrico induzido por MNNG em ratos
Wistar.!” A incidéncia de lesdes malignas foi significativamente maior em ratos
com dieta hipoproteica quando comparada ao do grupo que recebeu dieta
padrdo. Os mecanismos de efeito da dieta hipoproteica na potencializacédo da
cacinogénese nao sao conhecidos, mas pelo menos trés mecanismos séo
aventados. A primeira hipotese seria de que a dieta hipoproteica teria efeito na
imunomodulag&o, o que poderia influenciar o desenvolvimento de neoplasias
por alterar a regulacdo de mecanismos imunes do hospedeiro.’®* Outra
hipétese seria 0 possivel efeito no aumento da secrecédo de varios hormonios,
incluindo o horménio do crescimento, TSH, gastrina e somastotatina.’>** Esses
hormonios sédo estreitamente relacionados ao crescimento da mucosa
gastrointestinal. A terceira possibilidade poderia estar relacionada ao aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico, pois ha evidéncias de controle
neural na proliferacdo celular.”> Nossos ratos receberam dieta padrdo e
apresentavam bom estado nutricional no dia do procedimento cirdrgico.
Somente a realizacdo de novos estudos, com administracdo de MNU
associado a dieta hipoproteica, poderia elucidar o efeito dessa dieta na

incidéncia de adenocarcinoma gastrico em ratos Wistar.
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CONCLUSAO

O modelo experimental de carcinogénese gastrica em ratos Wistar,
usando concentracdo de 200 ppm de MNU diluido em agua, ndo demonstrou

viabilidade pratica em nosso estudo devido a baixa incidéncia de tumores.

Agradecimento: ao apoio financeiro concedido pelo Fundo de Incentivo a
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Figura 1. Infiltrado inflamat6rio da mucosa gastrica.

HE 100X (A), HE 400X (B).
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Figura 2. Adenocarcinoma gastrico (T2a).

HE 40X (A), HE 100X (B) e HE 400X (C).
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Tabela 1. Médias das variaveis da amostra.

44 346+33 469+59 50+14

Tabela 2. Resultado dos exames histopatoldgicos dos estdmagos.

52 2 1 0 0
58 3 0 0 0
64 1 0 0 1

70 0 1 0 0
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ABSTRACT

Background: The N-methyl-N-nitrosourea (MNU) is a direct acting carcinogen,
inducing tumors in several species in a variety of organs, including stomach of
rats. Treatment of MNU in the drinking water for 25-42 weeks selectively

induced glandular gastric carcinoma in F344 rats and C3H mice.

Objective: To establish an experimental model for selective MNU induction of

glandular stomach cancer in Wistar rats.

Methods: A total of 48 males eight-week-old Wistar rats were used in the
present study. MNU (Sigma-Aldrich) was dissolved in DMSO and provided as
the drinking water ad libitum for a period ranging from 16 to 70 weeks. After 16
weeks, four rats were randomly selected and killed. After every six weeks four
animals were killed until 70 weeks.

Results: Survival rate was higher than 90%. We had the induction of two
adenocarcinomas, one squamous cell carcinoma and one sarcoma. The
incidence of gastric adenocarcinoma was 4.5% (0.5 to 15).

Conclusions: The experimental model of gastric carcinogenesis in Wistar rats,
using a 200 ppm of MNU dissolved in water, showed not practice viability in our

study due to the low rate of gastric adenocarcinoma.

Keywords: N-methyl-N-nitrosourea; Gastric carcinogenesis; Wistar rats.
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INTRODUCTION

Since the first report of experimental production of adenocarcinomas of
the glandular stomach in rats with N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG)*, many other mammals have been shown to be susceptible to this
carcinogen, including hamsters, ferrets and dogs.”® The agent N-methyl-N-
nitrosourea (MNU) is a direct acting carcinogen, inducing tumors in several
species in a variety of organs, including the central nervous system, stomach,

intestine, Kidney, and Skin.*”’

The mouse and rat are particularly useful species for
carcinogenesis studies because of the availability of a number of transgenic,
mutant, and chimeric strains. Treatment of MNU in the drinking water for 25-42
weeks selectively induced glandular gastric carcinoma in F344 rats and C3H
mice. #** These animal models have been widely used not only for investigating
the pathogenesis of gastric carcinogenesis but also for identifying possible
tumor promoters and chemopreventive agents.'®!' The aims of the present
study were establishing an experimental model for selective MNU induction of
glandular stomach cancer in Wistar rats and describe the time to get a level of

depth tumor (T).

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design: A total of 48 males eight-week-old Wistar rats

were house in plastic cages (three rats/cage) on hard ward chips in air-

conditioned room with a 12 h light-12 h dark cycle. Rats were allowed two
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weeks for acclimation before starting of experiments. MNU (Sigma-Aldrich) was
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and the resulting stock solution was
stored in a cool, and dark place. The solution was diluted to 200 ppm with tap
water just before using (three times a week), and provided as the drinking water
ad libitum from light-shielded bottles to prevent photolysis for 16 to 70 weeks.
Regular chow pellets (Nuvilab CR-1 — Nuvital S/A) were available ad libitum. At
16 weeks, four rats were randomly selected and killed, from each six weeks four

animals were killed until 70 weeks.

Exclusion Criterions: Animals that survived less than 16 weeks were excluded

in the effective numbers. Necropsies were performed on all animals which died.

Histopathological analysis: The excised stomachs were fixed in buffered
formalin, cut into about eight strips, and routinely processed for embedding in
paraffin. Tissue sections were stained with HE for histopathological assessment
of lesion development. Neoplastic lesions were classified as adenocarcinomas,

sguamous carcinoma and sarcomas.

Statistical analysis: The confidence interval for proportions using the Binomial
Method was applied for calculated of gastric adenocarcinomas incidence.

Student’s t test was performed for means of quantitative variables.

Ethics: The study protocol was approved by the Research Ethics Committee of

the Research and Postgraduate Group of Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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RESULTS

A total of 48 rats were used in the present study. Four animals died
before the week 16 and were undergone to autopsy. These deaths were caused
by pneumonia, and they were excluded from the effective numbers. Survival
rates were higher than 90%. The average initial body weight was 346 + 33 g.
The weekly body weight gain during follow-up was lower in rats that developed
cancer than those who did not develop (2.1g x 3.2 g, p = 0.07). A total of 44
animals were killed from weeks 16 to 70. Characteristics of the effective number
of rats are summarized in Table 1.

Gross and microscopic findings: From weeks 52 to 70 weeks, diffuse
inflammatory infiltration in the gastric mucosa were found (figure 1). Intestinal
metaplasias were not found in the stomach of any rat in this experiment. At 64
weeks, one extensive lesion in the anterior wall of the stomach was found and
histopathological analysis revealed to be a sarcoma. At 70 weeks, one adrenal
tumor was found. In the forestomach, only one squamous carcinoma was found
at week 22. At week 52 and 70, two well differentiated adenocarcinomas were
observed in the glandular stomach. The tumors invaded the muscularis proper
superficially (T2a) (figure 2). The incidence of gastric adenocarcinoma was
4.5% (0.5 to 15). Histopathological findings for the stomach are summarized in

Table 2.
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DISCUSSION

In the present study, we were not able to confirm that MNU in drinking
water can induce a high incidence of carcinomas in the Wistar rat glandular
stomach. Only two adenocarcinomas developed in Wistar rats receiving 200
ppm MNU. Earlier studies indicate that cancer of the glandular stomach can be
produced in F344 rats and C3H mice by the administration of MNU, a widely
used mutagen. When MNU is administered in a drinking water for 25-42 weeks,
selectively induced glandular gastric carcinoma in F344 rats and C3H mouse.®

14

Maekava et al examined the effects of MNU in the drinking water at 100
ppm in F344 rats. After 42 weeks, 18% of rats had adenocarcinoma gastric.?
Tatematsu et al induced glandular stomach cancer in C3H mice with MNU in
the drinking water at 120 ppm for 30 weeks and had 40% of adenocarcinomas
after 54 weeks.* Hirota used MNU at 400 ppm in F344 rats for 25 weeks and
had 100% of invasive adenocarcinomas.” We used an intermediate
concentration of MNU (200 ppm), because studies with lower concentrations
showed a low incidence of adenocarcinoma, and higher concentrations have
developed advanced tumors. Our objective was obtain early lesions in order to
describe the time to get a level of depth tumor (T).

Lee examined the effects of concomitant administration of
Dimethylitaconate (DMI) and showed a significant increase of adenocarcinoma

incidence, which was 95% compared with 12% MNU alone group (p<0.005)."

There is evidence that sodium Chloride administration enhances the
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carcinogenic effects of MMNG on the rat stomach.'® Maybe the addition of
promoting substance with MNU could have increased our incidence of gastric
adenocarcinoma.

Tatsuta et al examined the effects of a very-low-protein on the incidence
of gastric cancer induced by MNNU in Wistar rats. Administration p.o. of a very-
low-protein diet resulted in a significant increase in the incidence of gastric
cancers.'” The mechanism of this diet is not known, but at least three possible
mechanisms may be considered. One mechanism is immunomodulation by
dietary protein. Dietary components may influence the development of
neoplasias by effects on the host immune mechanisms. In particular, the level
and type of fat have been shown to modulate immune responsiveness.'®*?
Another possible mechanism is an effect on the secretions of various
hormones, including growth hormone, thyroid hormones, gastrin, and
somatostatin.’®** Growth hormone and thyroid hormones are closely related to
the growth of gastrointestinal mucosa. A third possibility is an increase in activity
of the sympathetic nervous system. Diet influences the activity of the
sympathetic nervous system in experimental animals. There is evidence of
neural involvement in the control of cell proliferation.? In our study, we used a
normal protein diet.

It is well known that MNU is a multipotent carcinogen and the
carcinogenic action of MNU varies with the strain of rat used and the route of
administration.® In addition, it has been demonstrated that the organ specificity
of N-nitroso compounds given orally is influenced not only by chemical structure
of the test compounds or by the strain of rats used, but also by the dose level of

the test compounds.® In this experiment, it was also shown that the organ
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specificity of MNU was influenced by the strain of rats and/or by the dose level.

Further studies are needed to explain this phenomenon.

CONCLUSION

The experimental model of carcinogenesis in Wistar rats, using a 200

ppm of MNU dissolved in water, showed not practice viability in our study, due

to the low rate of development of adenocarcinomas.
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Figure 1. Inflammatory infiltration in the gastric mucosa.

HE 100X (A), HE 400X (B).
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Figure 2. Gastric adenocarcinoma (T2a).

HE 40X (A), HE 100X (B) e HE 400X (C).
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Table 1. Characteristics of the effective number of rats

44 346+33 469+59 50+14

Table 2. Histopathological findings for the stomach

52 2 1 0 0
58 3 0 0 0
64 1 0 0 1

70 0 1 0 0




