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RESUMO

L LISINA NA CARCINOGENESE DE EPITELIOS INTESTINAL E UROTELIAL
NAS AMPLIACOES VESICAIS E URETEROSIGMOIDOSTOMIAS EM RATAS.
ALESSANDRA MARQUES DOS SANTOS dissertacdo (mestrado). Programa de Poés-
Graduagdo (Stricto Sensu) em Patologia. Orientadora: Prof. Dra. Concei¢cdo Aparecida
Dornelas.

Avalia os efeitos da L lisina na carcinogénese de epitélios intestinal e urotelial nasampliag¢des
vesicais e ureterossigmoidostomias em ratas. O total de 66 ratas com nove semanas de idade
foi dividido em nove grupos. Os animais dos grupos I, II e III foram submetidas a ampliagao
vesical com segmento de colo (AV) e tratados com L lisina, celecoxibe e H,O,
respectivamente. Os do grupo IV, V e VI foram submetidos a ureterossigmoidostomia (US) e
tratados com L lisina, celecoxibe e H,O nesta ordem. Os grupos VII, VIII e IX (controles nao
operados), receberam L lisina, celecoxibe e H,O, respectivamente. A dose de L lisina foi de
150 mg/kg/peso e o celecoxibe foi de 20 mg/kg/peso. Os efeitos da L lisina no epitélio do colo
de ratos submetidos a US foi inicialmente avaliado pela andlise de FCA (focos de criptas
aberrantes) a microscopia estereoscopica apos fixacdo com formol e coloragdo pelo azul de
metileno. Seguiu-se estudo histopatologico dos epitélios ureterais, colicos e vesicais em todos
os grupos, corados pela hematoxilina e eosina e PAS Alcian Blue. Foram encontrados raros
FCA, em todas as ratas com US e na comparagdo entre os grupos. Nao ocorreu diferenca
estatisticamente significantes entre os grupos. No estudo histopatologico, com hematoxilina e
eosina de epitélios coOlicos e vesicais de animais com AV, foram observados hiperplasia
urotelial leve a moderada em todos os animais submetidos a cistoplastia, em regido de
anastomoses colovesical € maior numero de animais apresentaram “metaplasia transicional”
em epitélio glandular intestinal no grupo I (p= 0,045). Nao havia células inflamatorias,
displasias ou atipias. Nos epitélios de ureter esquerdo e colo das ratas com US, em meio a
infiltrado inflamatério constituido por linfocitos, de moderada a acentuada intensidade, havia
hiperplasia urotelial de moderada a acentuada, trés polipos em distintos ureteres e um polipo
inflamatorio em colo. Nao havia displasias ou atipias. Quanto a colorag@o pelo Alcian Blue,
notou-se importante diminuicao de células caliciformes e de mucinas em colo, em todas as
ratas operadas. Desta forma, conclui-se que a L lisina ndo influenciou na carcinogénese do
epitélio intestinal das ureterossigmoidostomias em ratas nos tempos e doses, bem como pelo
método de avaliagdo de criptas aberrantes. A L lisina acentuou a “metaplasia urotelial” em
segmento intestinal de ampliacdes vesicais € a hiperplasia transicional no ureter das ratas
submetidas a ureterossigmoidostomias.

Palavras- chave: Derivagao Urinaria. Carcinogénese. Lisina. Focos de Criptas Aberrantes.
Coletores Colonicos de Urina.



ABSTRACT

L LYSINE IN INTESTINAL AND UROTHELIAL EPITHELIAL CARCINOGENESIS
OF THE AUGMENTATION OF BLADDERAND URETEROSIGMOIDOSTOMY IN
FEMALE RATS. ALESSANDRA MARQUES DOS SANTOS. Dissertation (masters).
Postgraduate Degree Programe in Pathology (Stricto Sensu). Supervisor: Prof. Dra. Conceigdo
Aparecida Dornelas.

The present study evaluated the effects of L lysine in intestinal and urothelial epithelia in
augmentation of bladder and ureterosigmoidostomy in rats.A total of 66 female rats 9 weeks
old were split divided in to 9 experimental groups. The animals from groups: I , II and III
were subjected to bladder augmentation with colon segment (AV) and treated with L lysine,
celecoxib and H,O, respectively. The groups: IV, V and VI were subjected to
ureterosigmoidostomy (US) treated with L lysine, celecoxib and H,O in that order. Groups:
VII, VIII and IX (non- operated controls) received L lysine, celecoxib and H,O respectively.
The dosage of L lysine was 150mg/ kg/ body weight and the celecoxib was 20mg/kg/ body
weight. The effects of L lysine on the colon epithelium of rats subjected to US was initially
evaluated by analysis Aberrant Cripts Foci (ACF) at stereostopic microscopy, after fixation
with formaldehyde and staining with methylene blue. Followed by histopathological study of
ureteral epithelium, colonic and bladder in all groups, stained with hematoxylin and eosin and
PAS Alcian Blue. Rare ACF were found in all mice with US and compared between groups.
There was no statistically significant difference between groupsOn histopathology with
hematoxylin and eosin, mild to moderate hyperplasia was observed in intestinal and urothelial
epithelia at the site of anastomosis in all animals submitted to cystoplasty (Groups I and III),
but transitional metaplasia of the intestinal glandular epithelium was more accentuated in
Group I (p=0.045). There were no inflammatory cells, dysplasia or atypia. In epithelia of the
left ureter and colon of mice with US a mild inflammatory infiltrate composed of
lymphocytes, moderate to severe intensity, had urothelial hyperplasia of moderate to severe
intensity in all the ureters, three polyps in different ureters and inflammatory polyps in colon .
There were no dysplasia or atypia. The staining with Alcian Blue, noticed an important
decrease of goblet cells and mucin in colon in all operated rats. In the histopathology there is
similarity in the quality and quantity of injuries. Thus, we conclude that L-Lysine did not
influence the carcinogenesis of intestinal epithelia, and urothelial of rats submitted to US and
AV with colon segment, at times, doses and methods evaluated. However, the L-lysine stressed
the "urothelial metaplasia" in intestinal segment bladder and ureter transitional hyperplasia in
rats subjected to ureterosigmoidostomies.

Keywords:Urinary  diversion.Carcinogenesis.  Lysine;Aberrant  Cripts  Foci.Urinary

Reservoirs.
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1 INTRODUCAO

A ureterossigmoidostomia surgiu em 1852, como técnica cirirgica para solugdo
do problema da perda da fun¢do de reservatorio da bexiga. Outras estratégias foram surgindo
anos mais tarde, utilizando diversos segmentos gastrintestinais para pacientes com distintas
disfung¢des miccionais.

O primeiro caso de cancer associado a ureterossigmoidostomia foi publicado em
1929 (HAMMER,1929), desde entdo, inimeros relatos de tumores em outros tipos de derivagdes
urindriascom segmento de colo, alga de sigmoide e ampliacdes vesicais com segmentos
gastrintestinais foramregistrados na literatura.

O desenvolvimento das técnicas de cistoplastias e derivagdes urinarias utilizando
os diversos segmentos do trato gastrintestinal e o aparecimento das primeiras neoplasias
mostra o longo tempo de laténcia no seu surgimento, bemcomo a similaridade na

fisiopatologia entre elas (Figura 1).

Figura 1 - Popularizagdo das diversas algas do trato gastrointestinal utilizadas no trato

urindrio e o aparecimento das primeiras neoplasias malignas

Ano

| | | | | | | | | | | |
1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1870 1980 1990 2000 2010

Ureterosigmoidostomia ‘
1982 2003
1° neo. 1° neo
alga de colqg gastrocistoplastia
1950 1965
alga ileal alga de colo 1988
Bricke Moag 1978 gastrocistoplastia
1929 1° neo.
1° neo. alga ileal

ureterosigmoidostomia

Fonte: Adaptado de DORNELAS, 1994.
neo - neoplasia

Embora existam novas perspectivas para substitui¢des vesicais comoa engenharia
de tecidos, biologia das células estaminais, nanotecnologia, ciéncia dos materiais e medicina
regenerativa o conhecimento atual da reconstituigdo da bexiga com biomateriais ¢
insuficientepara usa-lo como um padro na pratica urologica(STEIN et al., 2001). Portanto o
uso de segmentos gastrintestinais na reconstituicdo da bexiga proposta pela primeira vez ha

quase 150 anos, continua sendo o padrao ouro, em virtude da auséncia de uma opg¢ao superior
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(EL TAJI; KHATTAK; HUSSAIN, 2015). O tempo amplo de laténcia, também, ¢ um bom
argumento em defesa do uso de segmentos gastrintestinais, sem falar que, em se conhecendo
o problema, é possivel prevenir ¢ acompanhar de perto os pacientes que necessitam deste
procedimento cirargico.

E importante lembrar, entretanto, que em sua maioria os pacientes submetidos
a estas intervencdes o sdo em virtude de complicagdes do trato urinario por malformagdes
congénitas, ou seja, sdo criancas ou adolescentes, € que provavelmente irdo chegar aos 40 ou
50 anos de idade. E estimado que o risco de cincer na populagdo com menos de 25 anos de
idade (submetida a ureterossigmoidostomia) seja de 7 mil vezes (ERAKLIS; FOLKMAN,
1978).

1.1 Ureterossigmoidostomia

O primeiro a realizar uma derivagdo ureteroretalfoi Simon (1852 apud
URDANETA et al., 1966). Muitos anos depois, em 1929, foi publicado um relato de cancer
em ureterovesicossigmoidostomia. Era de um paciente que apresentava extrofia vesical
quando crianga, e acredita-se na época ter iniciado na area do retalho de bexiga trigonal
comprometida pela extrofia (HAMER, 1929).

Eraklis e Folkman (1978) realizaram interessante trabalho epidemiologico
nosanos de 1970. Segundo esses pesquisadores, o niimero de casos de adenocarcinoma coélico
na populagdo em geralera de 27 por 100 mil casos. Em pessoas com idade abaixo de 25 anos,
a incidéncia era de cerca de 0,7/ 100 mil; naqueles de menos de 15 anos, caia para 0,1 / 100
mil. Segundo estes mesmos pesquisadores, pacientes submetidos a ureterossigmoidostomia
apos os 29 anosexibiam uma incidéncia de 4,9%, issocom base em um grupo de 82 pessoas.
Sob esta oOptica, o risco calculado para cancer colico era de 181 vezes em relagdo a populagdo
em geral e 7 mil vezes no concernente a populacdo de menos de 25 anos de idade (ERAKLIS;
FOLKMAN, 1978).

Por intermédio da histoquimica, pesquisadores estudaram as mucinas do colo de
pessoas normais ¢ de pacientes com derivagdo urinaria, utilizando coloragdes para o alcian
blue, em tecido biopsiado do sigmoide. Eles notaram diferengas quanto a distribuicdo das
mucinas, sialomucina ¢ sulfomucina. Na mucosa colica normal, a sialomucina era observada
na parte superior das criptas e a sulfamucina foi visualizada em por¢des médias e inferiores.

J4 em pacientes com ureterossigmoidostomias, observou-se que ha uma substitui¢do total pela
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sialomucina (que se cora em azul) sendo, portanto, designada “cripta azul” (SHANSUDDIN;
TRUMP, 1981; IANNONI et al., 1986). Estas alteragdes também foram observadas em
pacientes com adenocarcinoma de colo e retocolite ulcerativa (SHAMSUDDIN; TRUMP,
1981).

Em 1988, Tomazino et al. registraram alteragdes histologicas em pacientes apos
um ano de cirurgia por ureterosigmoidostomia. Os pacientes apresentaram redu¢do do niimero
e do tamanho de células caliciformes, prolongamento e ramificagdes das criptas, reducdo do
calibre da luz glandular na profundidade das criptas, com tendéncia a atrofia. Também foram
encontradas 4areas de displasia do epitélio, edema intersticial e processo inflamatorio
associado (TOMASINO et al., 1988).

Outros estudos mostram que o risco de desenvolvimento de polipo ou cancer em
ureterossigmoidostomias esta de 15% (URDANETTA et al., 1966) a 40% (STARLING
UEHLING; GILCHRIST, 1984; STEWART, 1986).

Grande revisdo da literatura de 1929 a 1990, identificou cerca de 94 casos de
neoplasias em ureterossigmoidostomias. Destes, 67 eram malignos e 27 eram benignos
(HUSMANN; SPENCE, 1990). Dentre os 27 casos de tumores benignos, dez foram
diagnosticados por poélipos ndo classificados, oito pdlipos do tipo juvenil, cinco podlipos
adenomatosos e quatro polipos com metaplasia (glandular, escamosa e transicional). 70% dos
casos (66 pacientes) eram portadores de extrofia de bexiga. Quanto a idade, 31 casos (33%)
eram criancas de menos de dois anos, 35 (37%) tinham detrés adoze anos, dez (11%) tinham
mais de 12 anos de idade e ndo havia registro de idade nos casos restantes. Em 26 pacientes, a
neoplasia maligna tinha origem no sigmoide, mesmo apds a urina ter sido excluida da alca
(HUSMANN; SPENCE, 1990).

Outra série de revisdo publicou 184 casos de neoplasias um ano apds
ureterossigmoidostomias por doencas benignas. Destes, 96 eram céancer e 67 tumores
benignos (MIERSCH; VOLGEL, 1992).

Existem varios relatos de neoplasia de coto ureteral em sigmoide apds conversiao
de ureterossigmoidostomia para condutos ileais € colicos(GILMAN, 1964; ELLIS apud
URDANETA et al., 1966; LIEN, 1973; RIVARD; BEDARD; DIONNE, 1975;ERAKLIS,
1978; SPENCE; HOFFMAN; FOSMIRE, 1979; CHIANG et al., 1982; HARZMANN
WECKERMNN; AUSBURG., 1989; SOHN et al., 1990 ). A exposi¢do do sigmoide a urina

variou de nove meses a cinco anos, um tempo de laténcia nem tao longo assim.
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Revisdo sistematicaprocedida em 2012, constatou que a US ¢ fator de risco bem
documentado para cancer. O tipo histologico mais encontrado foi de adenocarcinoma e a
incidéncia variou de dois a 41%, o periodo de laténcia foi de dez a 30 anos, enquanto o risco
de ocorréncia de cancer foi de 80 a 7 mil vezes mais maior do que a populagdo geral
(MEHTA; ENNIS; WHITTEN, 2012).

Kable em 2013 teceu algumas consideracdes em relacdo a
ureterossigmoidostomia: que a derivagao urindria nao fosse realizada em pacientes em que se
esperasse uma sobrevida além de 15 anos; que ureterossigmoidostomia deveria ser realizada
como uma solucao tempordria, e caso isso ocorresse, que esta ndo se prolongasse além de 20
anos (KALBLE, 2013).

Nestes 150 anos varios relatos foram encontrados na literatura. Em 2015 foram

publicados mais dois casos (MAKINO et al., 2015; LANE et al., 2015).

1.2 Conduto lleal

Em 1888, foi realizada a primeira cirurgia de neobexiga-ileal experimental em
uma cobaia, por Tizzoni e Foggi apud(SMITH; HARDY, 1971).

Seiffert, em 1926, apud(TAPPER; FOLKMAN, 1976) descreveu a primeira
cirurgia utilizando conduto ileal como derivagao urinaria em humanos.

Coube a Bricker, em 1950, ampliar e divulgar o uso dos segmentos ileais em
disfungdes vesicais (doengas neurogénicas, inflamatdrias, congénitas ou traumaticas).

As alteragdes morfolégicas na mucosa do ileo, quando exposto a urina, estdo
descritas na literatura. O epitélio do intestino delgado vive em constante renovagao
dependendo da idade e estado nutricional. Este epitélio glandular reage prontamente aos
estimulos farmacoldgicos, fisicos ou fisiologicos.

Tapper e Folkman (1976), desenvolvendo estudo translacional simultaneo,
observaramem derivagdo uroileal com anastomose cutdnea em humanos e caes uma marcante
hipoplasia linfocitica nas placas de Peyer, assim como perda dos linfocitos tipo MALT, nos
condutos ileais preenchidos por urina.Havia entretanto linfadenomegalia mesentérica.
Demonstrou-se, entdo, que o contato da mucosa ileal com a urinacausa diminui¢do dos
linfocitos, podendo assim explicar a recorréncia de infec¢do nesses segmentos, levando a

estenose de alcas e perda progressiva da funcao renal.
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Pacientes com derivacdo ureteroileal, apdés dez anos, com infeccdo urinaria
cronica, demonstraramatrofia de vilosidades, parcial ou total, focos de metaplasia do tipo
colonica e pilorica, sem evidencias de quaisquer lesdes potencialmente pré-neoplésicas
(DEANE; WOODHOUSE; PARKINSON, 1984).

Em estudo semelhante, realizado por Thomas et al., foi observado o mesmo
padrao de atrofia utilizando a histoquimica. Havia substituicdo da sulfomucina dos tergos
médio e inferior pela sialomucina,da mesma forma da vista no célo. A citometria de fluxo
identificou um histograma com pico de células em G2 e fase M, perfil caracteristico de padrao
hiperplasico. A microbiota era tipica da flora colica (THOMAS et al.,1990).

Filmer e Spencer (1990) encontraram 12 casos de tumores em segmento ileal
utilizado como ampliagdo vesical ou conduto isolado. Sete de nove pacientes haviam sido
tratados de tuberculosede bexiga, um dos quais apresentava disreflexia espastica e outro
cistite cronica por falha na correcdo de hipospadia. O tipo histologico mais encontrado foi o
adenocarcinoma. Dois casos eram de carcinoma urotelial, um de sarcoma indiferenciado e
outro de carcinoma de pequenas células. O periodo de laténcia variou de oito a 29 anos
(média de 17,9 anos). O tumor se desenvolveu em area da juncao ileo-vesical ou proximo a
ela.

Em 2014foram descritos casos a ileocistoplastias por condi¢des benignas, como cistite
intersticial ¢ tuberculose vesical (KUMAGALI et al., 2014; SUGISHITA et al., 2014).
O que se observa sao relatos isolados, com alguns trabalhos de revisdes de séries

de servicos em paises na Europa, América e Asia.

1.3Conduto Célico

Com vistas a diminuir a quantidade de complicacdes oriundas das primeiras
derivacdes urindrias, Mogg (1965) utilizou a alga de colo para ureterocolostomia.

O primeiro caso de adenocarcinoma nesta derivagao urinaria foi descrito no inicio
dos anos de 1980 (CHIANG et al., 1982). O paciente tinha extrofia vesical e apresentara
infec¢do urindria de repeti¢do durante 26 anos de derivagao.

Moorcraft et al.(1983) analisaram condutos colicos de 15 pacientes seguidos de
cinco a 15 anos. Naqueles submetidos a derivagdo hd menos de cinco anos, foi observado
aumento do numero de eosinofilos, as células caliciformes diminuiram de tamanho, com

aumento da relacdo nucleo/citoplasma. Decinco al5 anos de derivagdo, havia aumento do
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infiltrado inflamatorio, constituido predominantemente por eosindfilos e plasmocitos, além do
crescimento do indice mitético, como visto nos quadros de retocolite ulcerativa, contudo nao
havia abscessos cripticos ou altera¢des displasicas.

Um relato de biopsias das areas de anastomose colovesical, seguido de dosagem de N-
nitrosamidas na urina e cultura bacteriana, revelaram que oito pacientes demonstraram
inflamacao cronica na area de derivagdo e trés indicaram metaplasia escamosa. Oito pacientes
tiveram bacteriiria, sendo que nos pacientes de metaplasia escamosa, o crescimento
bacteriano foi misto. A coloragio pelo HID-AB (High Iron Diamine Alcian Blue), as areas de
anastomose apontarampadrdo semelhante & mucosa de “transi¢do” descrita por Filipe (1972).
(FILIPE, 1972 apud NURSE; MUNDY, 1989).

Existem varios relatos de tumores em ampliagdo vesical com segmentos de colo,
ceco e sigmoide, todos em pacientes com doenga benigna prévia (tuberculose, cistite cronica e
extrofia vesical). Os tipos histologicos encontrados foram: adenocarcinoma (sete), carcinoma
uroteliais (dois), adenoma viloso (um) e polipo sem classificagio (STEG et al., 1985;
IBARGUREN et al., 1989; HARZMANN; WECKERMNN; AUGSBURG, 1989; GOLOMB
et al., 1989; KADOW et al., 1989; PHILLIPS et al., 1991; GEPI - ATTEE et al., 1992;
GREGOIRE; KANTOFF; DeWOLF, 1993).

Recentemente, revisdo sistematica de 57 artigos, com nivel de evidéncia fraco,
concluiu que a probabilidade do desenvolvimento de cancer apds as cistoplastias com
segmentos gastrointestinais variaram de 0 — 5,5% e a incidéncia foi de 0 a 272.3
casos/100.000 pacientes ao ano. O adenocarcinoma foi o tipo histolégico mais encontrado
(51,6%). As lesdes malignas ocorreram predominantemente nas anastomoses

vesicointestinais(50%) (BIARDEAU et al., 2015).

1.4Gastrocistoplastia

Em 1988, segmentos gastricos foram popularizados como para
ampliagdo vesical em pacientes com acidose metabolica e faléncia renal (CASTELLAN et al.,
2007).

A escolha do estdmago para ampliagdo vesical tem como motivo a
absorc¢ao de seu epitélio.

Como se sabe, a urina esta repleta de substancias toxicas que necessitam ser

eliminadas. No paciente com insuficiéncia renal, al¢as intestinais em derivagdes urindrias
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absorverdo estas escorias que irdo para a corrente sanguinea, sem possibilidade de serem
eliminadas, levando o paciente a reten¢ao nitrogenada e morte.

A primeira descrigdo de carcinoma em gastrocistoplastia ocorreu em
2003.0Opaciente tinha 73 anos, submetido a cirurgia ha 14 anos, em razdo de bexiga
neurogénica por espinha bifida. Era um carcinoma de células transicionais,localizado perto da
area anastomose, envolvendo ambos os epitélios-gastrico e vesical (QIU; KORDUNSKAYA;
YANTISS, 2003).

Quatro outros casos de gastrocistoplastia foram descritos em 2007, trés
pacientes com espinha bifida e outro com sequela de trato urindrio por valvula de uretra
posterior. Tinham 6,13,18 e 22 anos de idade, no momento da cirurgia e desenvolveram
neoplasia 11,12, 14 e 14 anos,respectivamente,apos a cirurgia. Os quatro tumores estavam na
area de anastomose. O tipo histologico predominante foi adenocarcinoma gastrico (um anel de
sinete,um carcinoma gastrico moderadamente diferenciado,outro indiferenciado) e um
carcinoma de células transicionais indiferenciado (CASTELLANGet al., 2007). Aquela altura,
Castellan et al.(2007),Jlembraram que havia na literatura mais trés outros casos, 0
anteriormente citado,os outros de adenocarcinoma.

Na revisdo de literatura, foram encontrados dois trabalhos experimentais em
ratos submetidos a gastrocistoplastia, um deles com 30 ratos Sprague dawley, em uma média
de 11,6 meses de follow up, com descrigdo de hiperplasia papilar em 58% dos ratos
operados nas areas de anastomoses (BUSON et al, 1993).

Em outro trabalho com gastrocistoplastia em ratasLong-Evans, com média de
seguimento de 24,9 meses, foram vistas lesdesproliferativas benignas, embora avaliagdes de
ciclo celular e citometria de fluxo destas alteragdes histologicas fossem muito importantes e
tipicas de lesdespré-neoplasicas para outros epitélios (CLOSE et al., 2003).

Husmann(2009), identificou 20 casos de cancer de bexiga em anastomose
vesicogastrintestinal, dentre os quais, noveem ileocistoplastias, trés em colocistoplastias e oito
em gastrocistoplastias. A incidéncia de cancer por década de seguimento pos-cirurgico foi de
1,5% no ileo/colocistoplastias e de 2,8% nas anastomoses da bexiga com o estomago. A
maioria dos casos ocorrem nos pacientes expostos a um estimulo carcinogénico conhecido
e/ou em bexigas com predisposicao identificada para carcinoma (HUSMANN, 2009).

O primeiro caso de adenocarcinoma em ampliacdo vesical com estomago,
provindo na porg¢do gastrica proximo a sutura da anastomose, foi em uma paciente de 64 anos

de idade, com historia de espinha bifida e bexiga neurogénica, dez anos apds a derivagao



23

urinaria. O tipo histologico era de adenocarcinoma, de moderado a pouco diferenciado
(BALACHANDRA et al., 2007).

Kispal et al. (2015) estudaram as alteragdes histologicas em varias derivagdes
urinarias,bem como expressdao dos genes MUC1 e MUC2 para mucinas, em criancas €
adolescentes de 1988 a 2013,submetidas a gastrocistoplastia, 1ileocistoplastia e
colocistoplastia. Nesse estudo, em uma crianga de 11 anos submetida a colocistoplastia, eles
identificaram um adenocarcinoma no segmento intestinal cuja expressdo de MUC 1 estava
aumentada e da MUC2 estava diminuida,estando estas associadas a lesdes displésicas. Estas
alteracdes foram sugeridas como promissores marcadores para deteccdo precoce de neoplasias

em colocistoplastias.

1.5 Teoria da Carcinogénese em Derivagdes Urinarias e Cistoplastias com Segmentos

Gastrointestinais

Existem vérias hipoteses para o surgimento de neoplasias em cistoplastias e
derivagdes urinarias utilizando segmentos gastrintestinais, entretanto, ainda permanece
obscura a fisiopatologia desta morbidade.

Até os anos de 1970, algumas teorias foram postuladas tentando explicar a
carcinogénese em ureterossigmoidostomias. Algumas estavam centradas na agdo irritativa
uro-fecal, outras sugeriam a a¢do dos carcindgenos urindrios (principalmente nitrosaminas
produzidas pelas bactérias), ou, ainda, aquelas que argumentavam os efeitos do trauma
mecanico das fezes no sitio da anastomose.

Como relatado, o primeiro caso de carcinogénese em ureterossigmoidostomia
foi descrito em 1929, entretanto, somente apds o conhecimento do primeiro caso de neoplasia
em uma derivagdo ureteroileal, iniciaram-se os estudos em investigacdes da oncogénese nas
derivagdes urindrias, ja que as fezes ndo poderiam ser o fator causal(SHOUSHA; SCOTT;
POLAK, 1978).

O trabalho experimental realizado por Crissey; Steele e Gittis(1980)se tornou
modelo cléassico para esse estudo. Eles utilizaram modelos experimentais — ratos, que foram
submetidos a vesicossigmoidostomia, associado ao uso de carcinogenos de colo e
bexiga(dimetilhidrazina ¢ FANFT).Em 80% dos animais foram evidenciadas alterag¢des
neoplasicas no epitélio colonico, proximo a area de anastomose.No local onde foi realizada

colostomia proximal contudo, associada a vesicossigmoidostomia, ndo se verificaram
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alteragdes epiteliais neoplasicas. Crissey;Steele e Gittis (1980)sugeriram que enzimas
hidroliticas da urina poderiam ativar carcindogenos conjugados nas fezes e estes entdo agiriam
em conjunto com as bactérias entéricas e os nitratos urindrios, formando compostos N-
nitrosos.

Nos anos de 1970 com suporte em casos clinicos de bacteriuria, foi isolado o
Proteus mirabilis em meio de cultura e verificou-se por cromatografia, que ele produzira
carcindgenos potentes, tanto In Vitro quanto in Vivo, mas o mesmo ndo acontecia
comEscherichia coli (BROOKS et al., 1972).

Em 1986, foi sugerido por alguns pesquisadores que a colostomia prevenia o
aparecimento de tumores na area de sutura da anastomose (GITTES, 1986).

A hipétese bacteriana também foi investigada por Hill;, Hudson e
Stewart,(1983)que, apos analisarem amostras de urina de 56 pacientes, em trés formas de
derivacdo urindria: ureterossigmoidostomia, alca ileal e condutos célicos, constataram que os
pacientes com ureterosigmoidostomia possuiam uma flora bacteriana mista. Em 11 dos 15
pacientes portadores de condutos ileais (73%) houve um crescimento significativo de flora
bacteriana mista; nos casos de uso de alca coélica, apenas seis dos 16 casos mostraram urina
infectada e todos com infeccdo monobacteriana. Apds esse estudo, os autores concluiram que
o risco de malignidade com o uso de condutocolico era minimo, pois se sabia que os
compostos N-nitrosos sdo geralmente formadoshavendo infeccdo urinaria com flora mista,
sendo, portanto, o risco do uso do conduto ileal intermediario daquele com a
ureterossigmoidostomia.

E classico o conhecimento das algas ileais, as bacterias se ligam ao muco e este
protege a mucosa. Nas derivagdes com conduto ileal, hd uma atrofia mucosa e consequente
diminui¢do do muco. Além disso, Tapper e Folkman, (1976) relataram a existéncia na
deplecdo dos agregados linfoides na submucosa ileal, favorecendo a proliferacio dos
microorganismos e invasdo da parede do ileo. Por causa dessas alteragdes da mucosa e
submucosa, os niveis de imunoglobulina A (IgA) secretéria, importante para inibi¢do da
proliferagao bacteriana, diminuiram nas derivagdes com alga ileal, em comparagdo aquelas
por conduto coélico, mostrando, nesta, niveis mais elevados de IgA(WILLIMS et al.,apud,
HOHENFELLNER; WAMMAACK, 1992).

Apos dez anosde cirurgia, Thomas et al. (1990) verificaram, em 17 casos de

conduto ileal,que a maioria dos reservatdrios urindrios, continhabactérias da flora cdlica.
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Macrofagos foram citados como produtores de nitrosaminas in vitro (MIWAet
al.,1987). Apods a administrag@o intraperitoneal de um ativador de macréfagos em ratos das
espécies Sprague — dowley, Wistar e Lewis, evidenciou-se uma elevagdo na excre¢do de
nitratos nos ratos Wistar e Sprague. Nos animais da raga Lewis, entretanto, ndo houve
aumento significativo (DULL; GITTES; GOLDMAN,1988). Isso revelou que ratos Lewis,
com derivagdo urinaria, nao desenvolvem neoplasias em colo (GITTES, 1986).

Evidéncias cientificas contraditorias a teoria das nitrosaminas foram observadas,
principalmente com o uso do acido ascérbico. Sabe-se que este bloqueia a formacao desses
compostos (MIRVISH, 1986), porém, o &cido ascorbico ndo diminuiu a incidénciade
nitrosaminas em ratos com ureterossigmoidostomia (STRIBLING et al., 1989). Esse trabalho
mostrou reducgdo significativa (p<0,0001) nos niveis dos carcindgenos urinariosnos ratos em
que foi administrado o acido ascorbico, mas nao nos tumores provindos das areas de
anastomoses.

Estudo em ratos utilizando modelo de suturas na parede vesical, com fios de seda
e catgut, associado a administragdo de carcindgeno de bexiga, mostrou maior resposta
inflamatéria na area de sutura com fio inabsorvivel e consequente inducdo de
tumores,relativamente a reagdo ao fio absorvivel. E provavel que a irritagio inflamatéria
cronica no sitio da anastomose favoreca uma proliferag¢do celular, sendo entdo mais sensiveis
as acdes dos carcindgenos e consequente aceleracdo no desenvolvimento de neoplasmas
(CHESTER et al., 1987, POZHARISSKI, 1975; SLAGA et al., 1981).

Andlises histologicas de algas ileais e colicas em pacientes com derivagdo
urindria, evidenciaram processo inflamatdrio pronunciado nas areas de estoma e anastomoses
ureterais, sugerindo o fator de risco na oncogénese das derivagdes (MOORCRAFT et al.,
1983).

Outra hipotese para surgimento dos carcinomas terem sua origem no epitélio
transicional do ureter foi levantada em virtude do aparecimento de quatro polipos em
pacientes com ureterossigmoidostomia histologicamente benignos. Postula-se que o epitélio
urotelial, desde o processo inflamatério persistente levaria a uma sequéncia de eventos:
metaplasia glandular e hiperplasia polipoide(CHIARELLI; SANDEI, 1984).

Radicais livres liberados por leucdcitos nas areas de sutura, com a
transformag@o celular, também foram implicados na carcinogénese (WEITZMAN et al.,
1985). As células inflamatérias também seriam capazes de produzir fatores de crescimento

epitelial (SPORN; ROBERTS, 1986).
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Outrotrabalhoexperimental com ratos submetidos a vesicosigmoidostomias
evidenciou ndo haver diferencas na formag¢ao de nitrosaminas, quando comparados aos ratos-
controle. Em outro grupo de vesicosigmoidostomia, foi administrado um antidoto para
nitrosamina, mas mesmo assim, foram observados tumores na area de anastomose. Essa
observacdo sugeriu outras explicagdes que ndo a formacao de aminas para o desenvolvimento
de cancer (KALBLE et al., 1991).

A ornitina descarboxilase encontra-se elevada nos tumores colorretais, por ser
responsavel pela catdlise na producao de poliaminas essenciais para o crescimento celular
(LUK; BAYLIN, 1984). Em virtude desse fato, a inibi¢do da biossintese de poliaminas, por
via da inibi¢do da ornitina por anti-inflamatorios (aspirina e piroxican) foi relatada como
capazde reduzir risco de cancer de colo (ROSENBERG et al., apud GRENWALD;
CLIFFORD, 1993). Weberet al., (1988) relatam niveis elevados de ornitina em ratos na area
de anastomose sigmoidovesical.

Por anos,questionava-se a associagdo de extrofia vesical com o aumento da
incidéncia de cancer nas derivagdes urindrias. Husmann e Spence (1990) verificaram a
existéncia de adenocarcinoma na regido da anastomose de ureterossigmoidostomia em 94
pacientes, dos quais 70% tinham extrofia vesical. Parece que o risco de cancer vesical
aumenta na bexiga que tem urina cronicamente infectada ou se ha litiase vesical
(HUSMANN; SPENCE, 1990).

Em relacdo ao aparecimento de neoplasias em area de coto ureteral deixadas no
sigmoide, anos apds a reconstru¢do de outra derivag@o urinaria, Sohn et al.aventam como
sendo causado pela prolongada exposicdo aos promotores de carcinogénese existentes na
urina e ou nas fezes (SOHN et al., 1990).

Estatisticamente, observou-se a importancia da sequéncia adenoma/
adenocarcinoma, os quais teriam distribui¢des semelhantes no célon e no reto, aumento do
risco de tumor metacronico nos casos de adenomas (HERMANEK, 1987). Tumores
sincronicos ocorrem mais quando associados aos adenomas (FEARON;VOLGELSTEIN,
1990).

Um modelo para a progressdo dos carcinomas intestinais e sua génese foi
elaborado em 1990. As alteragcdes foram observadas em neoplasias colicas e havia perda
precoce de grupos metil no DNA de adenomas (GOELZ et al.,apudFEARON;
VOLGELSTEIN, 1990). Estas alteracdes levariam a instabilidade do genoma das células, o

que resultaria em perda ou ganho cromossomial. Essas mudangas ocorreriam principalmente
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em genes supressores tumorais locados nos cromossomas 5q, 17p e 18q(FEARON;
VOLGELSTEIN, 1990).

Carcinomas uroteliais de alto grau (graus III e IV) foram observados em cerca
de 63% dos casos e estavam associados a perda de alelos no cromossoma 17p. J4Puisieux et
al. (1991) observaram mutagdes no cromossoma 17, usando compostos nitrosos (OLUMI et
al., 1990).

Tais consideragdes decorrem do fato de que, em 1993, pesquisadores tentaram
explicar a ocorréncia de adenocarcinoma e carcinoma urotelial ocorridos sincronicamente em
um paciente com ampliagdo vesical por alca cecal, tendo como base o modelo genético de
Fearon e Volgelstein para cancer de colo, nas delegdes cromossomiais de carcinoma vesical,
além das mutagdes genéticas pelos compostos N-nitrosos. Esses compostos poderiam ter
efeito igual e simultaneo em ambos os epitélios (urotelial e coldnico), o que levaria a
carcinogénese (GREGOIRE; KANTOFF; DeWOLFet al., 1993).

A importancia da associa¢do de N-nitrosaminas com o cancer gastricoja havia
sido discutida em Hill (1980). Assim,mais uma vez, as nitrosaminas foram sugeridas como
fator derisco para carcinogénese em pacientes submetidos a gastrocistoplastia (NURSEet al.,
1989), embora se saiba,que,neste caso, a urina, por ter um pH mais &cido, diminui a
incidéncia de bacteritiria (FERNANDES; GONZALES, 1994).

A hibridizagdo gendmica comparativa foi utilizada para identificar as
alteragdes genéticas em bexigas de pacientes submetidos a ampliagdes vesicais
gastrintestinais, pacientes estes sob vigilancia endoscopica, para estabelecer se ocorriam,
nestas, mudangas similares as amostras de tumores de arquivos. O urotélio adjacente a bexiga
e / ou a anastomose do intestino nestes pacientes exibiram maior grau de instabilidade
genética do que a mucosa distante da anastomose. Todas as anormalidades genéticas
observadas no DNA de pacientes com cistoplastia sugerem que a ativacdo de oncogénese
pode estar envolvida na génese tumoral. Além disso, foram identificadas muitas alteragdes
genéticas nos epitélios de cistoplastias,semelhantes aquelas encontradas em tumores do
tratogastrintestinal e mesmo tumores vesicais, sugerindo que possam compartilhar vias
comuns de carcinogénese(APANNA et al., 2007).

O risco de malignidade em pacientes submetidos aenterocistoplastias, emtrabalho
publicado em 2008, foi associado ao uso prolongado do cigarro, estado de imunossupressao
cronica ou ao risco pré-existente e conhecido associado a extrofia vesical (HUSMANN;

RATHBUN, 2008). Nessa publicagdo, foram analisados 153 pacientes, sendo 97 com bexiga
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neurogénica, 38 com extrofia vesical e 18 com valva de uretra posterior. Em um intervalo
médio de seguimento de 27 anos (dez-53anos),foram observadossete casos de tumores
malignos. O tempo médio do desenvolvimento tumoral foi de 32 anos (22-52anos). Dois
pacientes eram portadores de bexiga neurogénica e desenvolveram carcinoma urotelial;
ambos eram fumantes pesados. Dois pacientes tinham historia de valva de uretra posterior
com transplante renal (eram imunossuprimidos) e desenvolveram adenocarcinoma no sitio do
segmento entérico. Trés pacientes nasceram com extrofia vesical e desenvolveram
adenocarcinoma multifocal no segmento vesical. Estes resultados mostram que o surgimento
de cancer nas derivagdes enterovesicais, em 4,5% dos casos, estdo associados a fatores
conhecidos de carcinogénese (HUSMANN; RATHBUN, 2008).

O risco de desenvolvimento de céancer vesical na infancia, associado as
anastomoses gastrintestinais, em pacientes portadores de malformacdes congénitas
neuroldgicas (espinha bifida, disrafismo espinhal, mielodisplasia, defeitos do tubo neural),
valvas de uretra posterior e extrofia vesical, foi alertado porHusmann (2009). Os pacientes
com derivagdes ileal ou colonicas associadas as anomalias congénitas da bexiga apresentaram
um risco de 7-8 vezes de desenvolver cancer. Enquanto, isso, as derivagdes gastrovesicais,
apontaram um risco de 14-15 maior (HUSMANN, 2009), ou seja, nesta série, a
gastrocistoplastia parece oferecer claramente maior risco para desenvolvimento de cancer.

O microambiente hiperosmolar levando a lesdo do DNA da célula foi aventadopor
Dixon et al., (2009) como fator de risco para carcinogénese em pacientes submetidos a
ampliacdo vesical. Pacientes submetidos a esta cirurgia sdo capazes de impedir a sinaliza¢ao
do reparo do DNA, contudo, esses efeitos sdo mais pronunciados nos epitélios gastricos e
colicos. Os epitélios uroteliais conseguem gradualmente se adaptar a estados de osmolaridade
de 600mOsm/kg, como também cloreto de sodio ou ureia. Epitélios gastrintestinais nao se
adaptam facilmente e podem ter a cascata de sinalizacdo do reparo de DNA inibida se
tornando vulneravel as acgdes dos carcindgenos. Em contraste, a célula vesical tem a
habilidade de responder a lesdo do DNA em condi¢des hiperosmolares, devido em parte por
um mecanismo de acumulo intracelular de osmolitos organicos e pela uroplaquina. Entdo,
uma reducdo ou auséncia desses fatores de protecdo, favoreceriam o aumento do risco de
cancer em ampliagdes vesicais (DIXON et al., 2009).

Estudo de 153 pacientes submetidos a ampliagdo vesical com algas de colo ou
ileorevelou que a imunossupressao ¢ um fator de risco independente para doenca maligna,

entretanto pacientes com cistoplastias por anomalia congenitando possuem o risco de
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neoplasia maligna da bexiga acima do perigo inerente de cancer, associado a anomalia
congénita subjacente, ja de longa data conhecido nesta populagao (HIGUCHI et al., 2010).
Em 2015,Biardeau et al.realizaram revisdo sistematica, para avaliar a evidéncia do
risco de malignidade em ampliagdes vesicais. O periodo de laténcia foi de 19 anos ¢ a maioria
das lesdes foi diagnosticada mais de dez anos depois da cirurgia (90%) e em estadios
avancados. Concluiram que, ja que realmente h4d uma associagdo entre derivagdes urinarias e
malignidade, deve-se considerar um protocolo de follow-up mais eficiente, como fim de

alcangar diagnosticos mais precoces dessas lesdes (BIARDEAU et al.,2015).

1.6 L- Lisina

A L lisina é um aminoacido essencial,ou seja, ndo ¢ produzido sendo preciso
ingeri-la para que possa produzir seus efeitos.

Esse aminodcido ¢ de suma importincia para diversas atividades bioldgicas, como
proliferacdo e reparacdo tecidual, produg¢do de anticorpos, hormonios e enzimas. No ser
humano, ¢ absorvida pelos enterdcitos do intestino delgado, por transporte ativo, indo ao
figado através do sistema porta. L4 chegando se junta a outros aminoacidos para sintese de
proteinas (L- LYSIN, 2007).

Na produgdo de energia, a L lisina ¢ transformada em Acetil-Co-A que ¢ um
componente do metabolismo dos hidratos de carbono.

Ratos que receberam L lisina (40 semanas) em uso concomitante de carcindgeno
de bexiga (14 semanas) tiveram seus tumores mais invasivos e com maior multiplicidade do
que aqueles que receberam apenas carcindgeno. Os animais que receberam apenas L lisina
ndo desenvolveram tumores. Desta forma, a L lisina naquela dose e naquele tempo de
administracao, se consagrou como promotora, mas nao iniciadora da carcinogénese de bexiga
(DORNELAS et al., 2012a). Ainda no mesmo experimento, os autores investigaram a
densidade microvascular e concluiram que ocorreu estimulo de angiogénese em ratos que
receberam carcinégeno de bexiga e L lisina (DORNELAS et al., 2012b). Ensaios com a
técnica do cometa (para pesquisa do indice de dano em linfocito em sangue de aorta) e
quantificagdo do micronucleo em esfregaco de aspirado de medula 6ssea de fémur, também
foram realizados nestes mesmos animais. Os dados mostraram que a L lisina protegeu e ou
reverteu genotoxicidade causada pelo carcinégeno. A L lisina oferecida por 40 semanas em

animais sem ingesta de carcindgeno nao causou toxicidade para aquelas células (DORNELAS
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et al., 2014). Os autores concluiram que aL lisina ndo ¢ genotdxica, nem para o epitélio
vesical,tampouco células da medula 6ssea, entretanto, uma vez iniciado o processo de
carcinogénese de bexiga ela é promotora de carcinogénese em bexigas de ratos (DORNELAS

etal., 2014).

1.7 Celecoxibe

A cicloxigenase-2 (COX-2) ¢ uma enzima induzida no processo inflamatdrio que
age sobre o acido araquidonico, no que resulta a sintese de um mediador quimico chamado
prostaglandina.

A ideia para o usouniversal de inibidores da COX2 decorre de importantes
publicagdes no passado. O primeiro caso de regressao de polipos intestinais em pacientes com
polipose intestinal e uso de antinflamatério nao esteroide data de 1983 (WADDELL;
LOUGHRY;1983). Com o desenvolvimento da tecnologia e da pesquisa em animais
modificados geneticamente, observou-se que ratos knouckout para COX apresentavam
redu¢do de tumores, quandosubmetidosa carcinogénesequimica de colo (OSHIMA et al.,
1996). Inumeros trabalhos experimentais foram publicados até entdo. Em 2001, uma
publicacdo chamou a atengdo dos pesquisadores: a superexpressao de COX, por si so, agia
como carcinogeno (LIU et al., 2001). Multiplicaram-se, entdo, ensaios clinicos em condi¢des
patolégicas reconhecidas como de alto risco para cancer, tais como: os de polipose
adenomatosa familiar, doengas inflamatorias intestinais, entre outras(LANG; GASCHE,
2015). Muitos tumores malignos primarios ou metastaticos, expressam COX-2, o que confere
maior potencial de angiogénese, invasibilidade, inibicdo de apoptose e imunossupressao.
Portanto, a expressdao de COX-2 estd associada a um pior prognodstico. A inibicdo da sintese
de prostaglandinas pode ser benéfica e o consumo regular de AINE’S (anti-inflamatoérios nao
esteroidais) pode diminuir a incidéncia e a mortalidade observadas em uma série de canceres
do trato gastrintestinal (BRANKE, 2002).

Foi visto que lesdes ditas pré-cancerigenas colicas regridem ap6ds a administragdo
de inibidores da COX, inclusive em pacientes portadores de PAF (polipose adenomatosa
familiar), que, como se sabe, estdo diretamente relacionadas com o desenvolvimento de
adenocarcinoma cdlico. Estudos pré-clinicos mostram que essas drogas bloqueiam a

angiogénese tumoral, promovem supressdo de metastases, principalmente quando essas
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drogas estdo associadas a quimioterapia neoadjuvante em estudos experimentais (BRANKE,
2002).

A COX2 ¢ importante para invasdo e metastase do cancer de bexiga. Foram
observados altos niveis de COX2 em carcinoma de células transicionais invasivo em homens
e também em carcinomas de bexiga de ratos e cdes. A COX 2estimula a produ¢do de fatores
de crescimento, 6xido nitrico sintetase, interleucina e prostaglandinas, que tém efeitos na
proliferagdo e migragdo da célula endotelial in vitro. A COX2 ¢ expressada pelo endotélio,
estando intimamente relacionada com a densidade microvascular, pela sua relagdo direta com
os fatores de crescimento hd pouco mencionados. O celecoxibe ¢ um inibidor seletivo da
COX 2 e inibe fatores de crescimento,diminuindo a incidéncia de tumores de bexigas em
ratos. (GRUBBS et al., 2000; MAZHAR; GILMORE; WAXMAN, 2005; KLEIN et al.,
2005).

A COX2 pode suprimir acdo de células dendriticas, natural killer, células T, do
tipo-1,trabalhando para o défice da imunidade do hospedeiro,contribuindo ainda mais para a
evasdo das células tumorais. Parece que os antinflamatorios inibidores de COX2 tém
relevante papel na regulagdo da evasao imune do tumor. Os mecanismos de inibidores COX-2
para regular a evasdao imune tumor ainda requerem mais pesquisas (LIU; QU; YAN, 2015).

Diversos autores citam o efeito inibidor em FCA (RAO et al., 2009; DO e
BARNARD, 2005). A inibi¢ao e redu¢do de COX2, NFkp e Interleucinas em ratos, a protecao
de células da medula 6ssea em submetidos a carcinogénese quimica para variados 6rgaos
foram observadas por diversos autores, com publicagdo ja disponivel em 2016 (DORNELAS
etal., 2014; NEGI, et al., 2016).

Tratamento clinico com o celecoxibe foi realizado em pacientes, para prevengao
de recorréncia de tumores superficiais de bexiga (PAGLIARELLO et al., 2015), polipose
adenomatosa familiar, doencas inflamatorias intestinais, entre outras (LANG; GASCHE,

2015).

1.8 Focos de Criptas Aberrantes

As criptas aberrantes se caracterizam por glandulas (criptas) de formato
irregular, com abertura luminal alargada e hiperplasia celular. O foco de criptas aberrantes
(FCA) ¢ um agrupamento de criptas aberrantes. Ele pode ter uma ou mais criptas; sdo

considerados como lesdes potencialmente cancerigenas. As criptas aberrantes podem
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demonstrar altera¢des de citomaturacao e citoarquitetura, denominadas como displasias. Sabe-
se que, quando se esta diante dessas aberragdes, ha um potencial elevado de chance dessa area
vir a se tornar um cancer (Figura 2). O foco de criptas aberrantes (FCA) ¢ um agrupamento de
criptas aberrantes.

Figura 2 -Mudangas fenotipicas de criptas aberrantes (com alteragdes dos genes) na

carcinogénese do colo

Iniciacao Promocao Progressao

® | SZ |
oy e
Cripta g Cripta . Micro - adenoma = pdenocarcinoma

normal aberrante adenama

Fonte: Adaptado de http://corpet.free.fr/acfprogd.gif. Acesso em: 15 jan, 2016

Os FCA foram visualizados,inicialmente, por Bird (1987) em co6lons de roedores
expostos a carcindgenos. Foi observado que em FCA ocorre mutagdo génica, semelhante
aquelas vistas na evolu¢do adenoma/carcinoma. Sabe-se que a maioria das lesdes malignas
encontradas no intestino grosso, a mais frequente o adenocarcinoma, ¢ oriunda de adenomas.
Essa transformacdo (polipo/carcinoma), geralmente, estd relacionada com a ativacdo de
oncogenes ¢ inativacdo de genes ditos supressores tumorais, respectivamente:APC/K-
RAS/DCC/P53 (FEARON; VOGELSTEIN, 1990).

Ogata et al.(2010) observaram a existéncia de FCA na periferia de
adenocarcinoma colorretal (cerca de lcm de distancia), em mucosa macroscopicamente
normal. Essas dreas ndo indicam, contudo expressdo de beta-catenina (molécula de adesdo
intercelular) ou do indice de proliferagdo celular (Ki67), ao contrario do observado nas areas
de carcinoma, caracterizando, apenas, os FCA, como 4areas iniciais susceptiveis ao

desenvolvimento de cancer.
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Atualmente, os FCA podem ser diagnosticados por colonoscopia amplificada,
por coloracdo de azul de metileno e cromoendoscopia, permitindo serem utilizados como
marcadores preventivos biologicos de carcinogénese e, consequentemente, servem para

identificar os pacientes de risco para tratamento preventivo de cancer colorretal.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliaros efeitos da L lisina na carcinogénese nos epitélios intestinal e urotelial

em ratas submetidas a ureterossigmoidostomias e cistoplastias com segmento de colo.

2.2 Objetivos especificos

Demonstrar os efeitos da L lisina na carcinogénese do epitélio intestinal de
ampliacdo vesical com alca de colo.

Apontar os efeitos da L lisina na carcinogénese do epitélio vesical de ampliagao

vesical com alg¢a de colo.

Determinar os efeitos da L lisina na carcinogénese do epitélio intestinal de
ureterossigmoidostomia.

Indicar os efeitos da L lisina na carcinogénese do epitélio ureteral de
ureterossigmoidostomia.

Investigar a relagdo de criptas aberrantes e carcinogénese colica em

ureterossigmoidostomias.
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3 METODOS

O projeto foi levado a Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Ceara (Anexo A), sob o Protocolo 80/2011, estando de acordo com os principios
éticos na experimentagdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal

(COBEA).
3.1 Os Animais

Recorreu-se ao total de 66 ratas albinas, da linhagem Wistar, com nove semanas
de idade, pesando em média 190 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara.

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, com dimensdes de 41 x
34 x 16 cm, em nimero de cinco a seis animais por gaiola, forradas com maravalha branca de
pinho, autoclavada. Durante o experimento, 0os animais permaneceram no Biotériodo
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFC, recebendo
ragdo basal peletizada marcaluvital e agua ad libitum. Os animais foram mantidos em
temperatura em torno de 25 graus, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, com sistema continuo

de exaustdo.

3.2 Condicdes de Manutencédo dos Animais
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As gaiolas foram mantidas com troca de maravalha e limpeza a cada trésdias.

Os animais foram vermifugados com Petzi plus suspensdo e Imovec injetavel antes da

cirurgia.

3.3 Farmacos Utilizados

3.3.1 Celecoxibe

Celebra 200 mg do laboratoério Pfizer.

Administrado nas doses de 20 mg/kg peso, via gavagem.

Grupos N Semana DPO  1*S 2* S 3*S 4*S.. 30* s
Procedimento

GI 08 Cirurgia/AMP Li

GII 08 Cirurgia/AMP Cel

GIII 08 Cirurgia/AMP H20

GIV 08 Cirurgia/URE Li

GV 08 Cirurgia/URE Cel

GVI 08 Cirurgia/URE H20

GVII 06 Lis

GVIII 06 | Cel

GIX 06 H20

3.3.2 L - lisina

Aminoacido com origem e procedéncia da China,exibindo Certificado de Analise
de Controle de Qualidade da FAGRON do Brasil FarmacéuticasLtda., Formula: C6 H14 N2
O2HCL PM 182,65CAS- 657-27-2. Preparada em solucdo de H,0 destilada em um volume de

Iml, administrada nas doses de 150 mg/kg/peso dia.

3.4 Delineamento do experimento

O delineamento encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Delineamento do Experimento

N- Numero de ratos

DPO - Dia de Pds Operatorio

S — Semana
G - Grupo

AMP - Ampliagao vesical
Li- Lisina — 150 mg/kg
Cel- Celecoxibe 20 mg/kg
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URE — Ureterosigmoidostomia

3.5 Procedimentos Cirurgicos

O procedimento cirtrgico foi realizado sob anestesia intraperitonial com
quetamina e e xilazina nas doses de 100 mg/kg peso e 10 mg/kg peso, respectivamente, € por
meio de microscopio estereoscopico. Foram utilizados fios cirtargicos vicryl 70 agulhado para
anastomoses vesical uretral e intestinal, ¢ fios 30 de mononylon agulhado (agulha cortante)
para parede abdominal.

Foram utilizadas 66 ratas com nove semanas de idade, assim distribuidas:

Grupo I - os animais foram submetidos a ampliacdo de bexiga com segmento de
colo distal (DORNELAS, 1994) como descrito a seguir: realizada abertura da cavidade
abdominal por planos, acesso a cavidade pélvica com resseccdo de segmento de al¢a de colo
com 1 cm de comprometimento, mantendo a sua vasculariza¢do pelo ramo de mesentérica
inferior. Anastomose termino-terminal de colo ao reto, por chuleio simples,interrompido a
cada dois pontos. Abertura de cupula vesical com anastomose desta ao segmento de colo para
ampliagdo vesical, com chuleio simples continuo, por fim, fechamento de segmento de colo
em plano unico, com chuleio simples continuo. Fechamento por planos da parede
abdominal(Figuras 3a,3b,3c,3d,3¢e,3f). Apos a 1* semana de pés-operatorio (PO), receberam L
lisina por gavagem na dose de 150 mg/kg peso dia por 30 semanas.

Grupo II — Os animais foram submetidos a ampliacdo de bexiga com segmento de
colo distal (DORNELAS, 1994). Apds a 1* semana de pos-operatdrio, receberiam celecoxibe
por 30 semanas na dose de 20 mg/kg peso dia por 30 semanas.

Grupo III — Os animais foram submetidos a ampliacdo de bexiga com segmento
de reto (DORNELAS, 1994). Apds a 1? semana de pds- operatdrio receberam agua destilada
por gavagem na dose de 1 ml dia por 30 semanas.

Grupo IV — As ratas foram submetidas a uma nova técnica cirurgica de
ureterossigmoidostomia (DORNELAS et al., 2014), apresentada no XIV Congresso
Internacional de Cirurgia Experimental. A cirurgia foi realizada sob microscopio
estereoscopico, utilizando apenas um dos ureteres (ureter esquerdo), com dissec¢do e ligadura
distal justa vesical e sec¢do. O ureter com um fio 70 (agulhado) com reparo foi trespassado
através de orificio no meso de corno uterino esquerdo, visando a aproximagao do colo distal
Procedeu-se, a seguir, a realizacdo de um tunel em parede de coldn distal, utilizando agulha

hipodérmica, transfixando-o para a luz intestinal apos o trajeto de 6mm. A orientacdo do
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ureter através do tunel foi realizada com fio vicryl 70,agulhado, transfixando a extremidade
do ureter. Apés tunelizar o ureter, este foi fixado com um ponto na parede do colo apos
sepultamento do ureter na luz intestinal(Figuras 4a,4b, 4c e 4d). Ap6s a 1* semana de pos-
operatorio, receberam L lisina por gavagem na dose de 150 mg/kg peso dia por 30 semanas.

Grupo V - As ratas foram submetidas a uma nova técnica cirirgica de
ureterossigmoidostomia descrita acima.Apos a 1% semana de pos-operatdrio, receberam
celecoxibe por 30 semanas na dose de 20 mg/kg peso dia por 30 semanas.

Grupo VI — As ratas foram submetidas a uma nova técnica cirurgica de
ureterosigmoidostomia descrita. Apos a 1* semana de pds operatorio receberam agua destilada
por gavagem na dose de 1 ml dia por 30 semanas.

Grupo VII — Os animais receberam L lisina por gavagem na dose de 150 mg/kg
peso dia por 30 semanas.

Grupo VIII - Os animais receberam celecoxibe por 30 semanas na dose de 20
mg/kg peso dia por 30 semanas.

Grupo IX — Os animais receberam agua destilada por gavagem na dose de 1 ml
dia por 30 semanas.

Os animais foram submetidos a pré e pds-operatorio rigorosos. Dieta zero nas 12
horas noturnas, véspera do procedimento, e apenas agua a vontade nas 24 horas de pods-
operatoério. Foram administrados 6leo mineral via gavagem Iml com dois dias prévios a
cirurgia e mantidos quatro dias de pos-operatorio (DPO). Também foi administrada uma dose
de penicilina benzatina 50 000 UI por kg/peso intramuscular no pré-operatorio, e, nos pos-
operatorio foramadministrados ceftriaxona intramuscular 100 mg/kg peso e cetoprofeno
intramuscular na dose de Smg/kg peso uma dose nas 24 horas intramuscular nos quatro dias
de DPO.

Os animais foram vermifugados (Ivermectina —Ivomec®) duas vezes,com
intervalos de duas semanas no pré-operatdrio. As caixas foram diariamente pulverizadas com
vermifugocitado e nova estratégia de pré e no pds-operatério foi estabelecida, com uso de

antibioticos, anti-inflamatorios no pré e no pds-operatédrio, como descritos anteriormente.

Figura 3a - Arcada do colo irrigado ramo da artéria mesentérica inferior (seta)




Figura 3b -Segmento de colo com vasoFigura3c - Reconstitui¢do do transito intestinal

r y ’ 4 - u 3 .

Figura 3d-Abertura da capula vesical Figura 3e - Anastomose da bexiga ao segmento de colo
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Figura 3-f - Fechamento distal do segmento de colocom bexiga ampliada

\C B s

Ureterossigmoidostomiaa Dornelaset al.,(2014) Figuras 4a, 4b, 4c e 4d.

Figura 4a- Disseccdo de ureter distalFigura 4b- Tunel com agulha hipodérmica.

Figuradc- Orientagdo do ureter no tinel.Figura 4d- Ponto fixando o ureter intraintestinal na
Comfio agulhado parede.

-
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3.6 Observacao Clinica dos Animais

Observagdo clinica quanto a fungdo da ureterossigmoidostomia foi realizada
segundo a constata¢dao ou nao de eliminagdo de urina pela regido anal da rata (funcionante ou

nao funcionante) (Figuras 5a e 5b).

Figura 5a— Funcionante Figurab5b— Nao funcionante

3.7 Mortalidade

A causa de mortalidade dos animais foi avaliada por meio de necropsia.
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3.8 Sacrificio dos Animais

Na 30 semana apo0s a cirurgia, os animais foram entdo submetidos a avalia¢do
de cavidade abdominal, morte e necropsia. Para tais procedimentos, foram realizados sob
anestesia com ketamina e xilazina nas doses 100mg/kg e 10 mg/kg peso, respectivamente. Foi
aberta a parede abdominal com incisdao longitudinal mediana xifopubiana, interessando pele,
subcutaneo e musculatura, até a cavidade abdominal. Inventario da cavidade foi realizado
metodicamente, iniciando pela bexiga, observando areas de anastomoses, colo vesical
(ampliagdo vesical) e uretero coélica (ureterosigmoidostomia), rins bilateralmente ¢ demais
visceras abdominais. Os animais foram entdo mortos com trés doses a mais de ketamina e

xilazina.

3.9 Estudo Macroscopico

Na ampliagdo vesical, a bexiga foi insuflada com formol a 10% tamponado, com

ligadura de uretra e ureter bilateralmente (Figura 6a e 6b).

Figura 6a — Bexiga insuflada com formol a 10% fixada fechada - Grupo I - rato 2

Figura 6b - Bexiga aberta. Grupo I - rato 2
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Na ureterossigmoidostomia, o colo foi ressecado junto com ureter esquerdo e rim
esquerdo (Figura7), aberto na borda antimesocoélica, de reto a ceco, lavado com soro
fisiologico estendido em papel Kraft(Figura 8), mantendo ureter e rim esquerdo na exata
posicdo em que se encontravam. O colo foi dobrado de forma concéntrica em forma de

rocambole e fixado em formol a 10% tamponado (Figura 9).

Figura 7 - Colo fechado (de reto a ceco) e ureterossigmoidostomia esquerda com ureter
dilatado rim esquerdo e rim direito
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Figura 8- Colo aberto (ureterossigmoidostomia)estendido em papel kraft

Figura 9-Colo disposto em enovelado em rocambole - Grupo IV- Rato 8

3.10 Microscopia

As lesdes foram classificadas obedecendo a classificagdo internacional do sistema
urinario de ratos, publicada pela Agency for Research on Cancer(IARC, 1992), com
atualizacdo e critérios de Oyasu (OYASU, 1995).

Apds 24 horas de fixag¢do, o colo da ureterossigmoidostomia foi corado com
azul de metileno a 0,1 e PBS (solucdo fosfatada) por um minuto. Foi levado ao microscopio
estereoscopico (Figural0), para contagem de focos de criptas aberrantes (FCA) (BIRD, 1987;
BURLAMAQUIEet al., 2010), em toda sua extensdo(Figura 11),por segmento de colo (distal,
médio e proximal).

Figura 10— Contagem de focos de criptas aberrantes (FCA) em microscopio estereoscopico
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ApoOs a contagem das criptas aberrantes, as areas de anastomoses colovesical e
colo-uretral e ureter foram clivadas e encaminhadas para processamento histologico, inclusio em

parafina e coloragdo pela hematoxilina e eosina ePASAlcian Blue.

3.11 Andlise Estatistica

Os dados de histopatologia foram analisados por meio de software Statistical
Packcage for the Social Sciences (SPSS), versdo 17.0 para Windows, no qual todas as

analises foram realizadas considerando uma confianga de 95%.
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Os dados categoricos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual, analisados por meio do Teste Exato, de Fisher, ou Qui-quadrado, de Pearson. Os
dados quantitativos foram expressos em forma de média e desvio-padrdo e analisados por

meio dos testes de Kruskall-Wallis/Mann-Whitney.

4 RESULTADOS
4.1 Peso Corporal

Foi observada queda do peso corporal em todos os animais ap6s o procedimento
cirrgico, em todos desde entdo, operados. A curva foi ascendente ate 200 gramas,
estabilizagdo em torno de 250 gramas a partir dai sem diferengas entre os grupos. Os valores

médios encontram-se nas tabelas do Apéndice A.

4.2 Mortalidade dos Animais Submetidos a Ampliacéo Vesical

Todos os animais do grupo II morreram no pos-operatério imediato com
fecaloma e peritonite. As tabelas com as datas de cirurgia nimero de dias de vida e sacrificio
dos animais submetidos a ampliagdo vesical e ureterossigmoidostomias encontram-se no
Apéndice B.

No grupo Imorreram trés animais (peritonite com fecaloma (8° dia DPO),
peritonite com fecaloma pneumonia (6° dia DPO) pneumonia (6* semana DPO). No grupo
III, morreu, um animal com peritonite e fecaloma (5° dia DPO), conforme pode ser observado

na Tabela 2 e Apéndice B.

4.3 Mortalidade dos Animais Submetidos a Ureterosigmoidostomia

Reunindo todos os grupos (IV, V e VI), a mortalidade na 8%, 20* ¢ 30* s foi de
8,3%, 16,6% e 29%, respectivamente.
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Ocorreram sete Obitos no total nos grupos IV, V e VI. Foram doisanimais no

grupo IV abscesso pulmonar e pionefrose (15 semana (s) DPO (dia de pods-operatério),

NUMERO DE OBITOS/POR DIA(d) E SEMANA(s) DE POS-OPERATORIO

Grupos GI GII GII GIV GV GVI
Numero de animais 8 8 8 8 8 8
Peritonite + fecaloma + 1/8d

Pneumonia

CAUSA
MORTIS

pneumonia (18*
semanas DPO);
dois animais no
grupo V (fistula
urinaria para
cavidade
abdominal
(9°DPO),
abscesso
pulmonar — (15?
semanas PO) e
trés Obitos no
grupo VI
(peritonite com
fecaloma (9° dia

PO), pneumonia

hemorragia pulmonar (16* semanas PO) e pionefrose — (21* semanas). (Tabela 2 e Apéndice

B).

Tabela 2- Causa mortis por dia ¢ semanas de pos-operatorio em todos os grupos operados
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Peritonite 1/6d 8/3d

Peritonite + fecaloma 1/6s 1/5d 1/9d

Peritonite + Fistula 1/15s
urinaria

Pneumonia 1/18s 1/16s

Abscesso Pulmonar + 1/15s  1/9d
Pionefrose

Abscesso Pulmonar

Pionefrose 1/21s

Numero Total de 6bitos por grupo 3 8 1 2 2 3

4.4 Macroscopia

Estudo detalhado de necropsia apos o sacrificio dos animais dos grupos operados
encontra-se no Apéndice B.

O estudo macroscopico das ampliagdes vesicaisno momento do sacrificio
evidenciou segmento colico (Figura 12) com multiplas aderéncias as visceras adjacentes, sem

\

obstrucdo e alga colica pérvia (Apéndice B). Em alguns dos animais, a abertura da
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cistoplastia,havia pequenos cistos em regido de anastomose vesicointestinal e a bexiga

apresentava-se com paredes finas, sem espessamentos, sem tumoragdes, sem célculos.

Figura 12- Area de anastomose vesicointestinal (pinga) bexiga ampliada (30 semanas) -

Grupo [ rata 3

No estudo macroscopico da ureterossigmoidostomias (Apéndice B), observam-se rim e
ureteres direitos sem particularidades. Em rim esquerdo com ureteres implantados em colo
descendente (Figura 13), nota-se uretero-hidronefrose de moderada a importante na maioria
dos animais; muitos exibiam pionefrose (Figura 14) e (Apéndice B) e microabscessos. A
observagdo in loco, a expressdo do rim e observagdo de saida de urina, pelo orificio ureteral
no colo (funcionalidade), 66% no grupo 1V; 57% no grupo V e 71,4% no grupo VI. Em

apenas um dos ureteres dilatados foi encontrada obstrug¢do por célculo ureteral.

Figura 13 - Observa-se ureter dilatado implantado em colo descendente (seta)
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Figura 14 —Ureterossigmoidostomia rimesquerdo com pionefrose —o rim direito normal

(seta) Grupo V rata 1

4.5 Funcionalidade das Ureterossigmoidostomiassegundo avaliacéo clinica

Clinicamente, 100% dos animais apresentaram-se com US funcional até a 5*

semana. Nos tempos de 8%, 20* e 30* semanas estavam funcionantes em 62,5%, 45,8%, 41,6%

4.6 Microscopia

4.6.1 Ampliag¢do Vesical - pela Hematoxilinae Eosina (HE)

Para avaliacdo da microscopia foram utilizados critérios ja estabelecidos de
histopatologiaanimal (IARC, 1992; OYASU, 1995). Os laudos histopatologicos encontra- se

nas tabelas do apéndice C, juntamente com a funcionalidade e o tempo de vida.
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Foi observada redu¢do de células caliciformes em segmento de colo de forma
difusa. Hiperplasias transicional plana e papilar foram identificadas em graus variaveis, de
leve a moderada, na regido de anastomose dos epitélios colovesical, bem como pequenos
cistos, com epitélio colunar e camada tunica (Tabela 3) (Apéndice C). Também foram
encontradas projegdes epiteliais de hiperplasia transicional (seta - Figura 15a e 15b) em
criptas de colo, semelhantes as encontradas em regido de anastomoses colovesical, algumas
delas com eixo vascular. Nao foram encontradas células inflamatérias nas cistoplastias.
Também nao foram observados atipias epiteliais.

Figura 15a- Projecgoes epiteliais de hiperplasia transicional (seta) em criptas de colo,

semelhantes a hiperplasias de células transicionais das anastomoses - Grupo I rato 6 — HE -

100xFigura 15b — Mesmo aspecto de “metaplasia transicional”(seta) no epitélio de colo

Grupo I rato 7 -HE - 100x.

Grupo | Grupo I Valor de p*
Inflamacéo 0 0 1.000
0.0% 0.0%
Cistos 2 5 0.558
40.0% 71.4%
Metaplasia Transicional em 3* 0 0.045

segmento colico
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60.0% 0.0%

Grau de Hiperplasia

em anastomose colovesical

Leve 1 5 0.242
20.0% 71.4%

Moderada 4 2
80.0% 28.6%

Tabela 3 - Lesdes histopatogicas encontradas nos grupos I e II1

*=p<0.05 Teste exato de Fisher em forma de frequencia absoluta e percentual

4.6.2 Microscopia em Ureterossigmoidostomias pelo HE

No trajeto intraureteral, havia projecdes de hiperplasia transicional (Figura 16a)
dos tipo plana e papilar e nodular de intensidade variando deleve, moderada a acentuada. Em
trés animais, foi encontrado papilomatranscional em ureter(Figura 16b). Em mucosa colica,
foi observado um polipo inflamatoério(Figura 16¢). Hé infiltrado inflamatério constituido por

linfocitos em regido de mucosa e submucosa ureteral e entre as criptas intestinais, com intensa



52

reducdo das mucinas em células de criptas justa anastomoses ureterocdlicas(Tabela

4)(Apéndice C). Nao foram observadas displasias nem atipias celulares.

Figura 16a- Trajeto ureteral (setas brancas) e no seu interior projegdes papilares com eixos
vasculares (setas amarelas), HE, 50x . 16b - Papiloma transicional em ureter (seta), HE, 50x.
16¢ - Polipo inflamatdrio em colo justa anastomose ureterocolica seta, HE,50x.

Tabela 4 - Lesoes histopatologicas encontradas nos grupos IV, V e VI.

Achados Grupo IV Grupo V Grupo VI Significancia
histopatologicos Qui-quadrado
n % n % n %

Inflamagéo
Ausente 1 16.67 1 16.67 0 0.00 P=0.5698
Presente 5 83.33 5 8333 6 100.00
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00
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Grau de
Inflamagao
Ausente 1 16.67 1 16.67 0 0.00 P=0.1644
Leve 0 0.00 1 16.67 3  50.00
Moderada 0 0.00 1 16.67 2 33.33
Severa 5 83.33 3 50.00 1 16.67
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00
Papilloma
Ausente 4 66.67 6 100.00 5  83.33 P=0.3012
Presente 2 33.33 0 0.00 1 16.67
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00
Polipos
Ausente 6 100.00 5 83.33 6 100.00 P =0.3469
Presente 0 0.00 1 16.67 0 0.00
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00
Grau de
Hiperplasia Ureteral
Leve 0 0.00 1 16.67 0 0.00 P=0.1797
Moderada 1 16.67 1 16.67 4  66.67
Severa 5 83.33 4 66.67 2 33.33
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00
Grau de hyperplasia Grupo IV Grupo VI Total Significancia
U 1 (Teste exato de
retera n A n % n % Fisher)
Leve / Moderado 1 16.67 4 66.67 5 41.67
Severa 5 83.33 2 33.33 7 58.33 P=0.2424
Total 6 100.00 6 100.00 12 100.00

4.6.3 Microscopia pelo PAS -ALCIAN BLUE

A coloragdo pelo PAS Alcian Blue evidenciou acentuada reducdao das células
caliciformes e da produ¢do de mucinas, nas criptas de epitélio de colo de cistoplastia (Figura
17a), bem no epitélio de colo proximo as regides de ureterossigmoidostomias (Figura 17b),

quando comparadas com as de colo dos animais nao operados (Figura 18).
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Figura 17a - Cistoplastia —redugao de células caliciformesno epitélio do colo - PAS -Alcian
Blue 100 x

Figura 17b — Regido do colo justa ureterocdlica, reducdo de células caliciformes PAS -Alcian
Blue 100 x

1 S
4.6.4 Focos de criptas abe e criptas aberrantes, observados a microscopia
estereoscopica em colo de ratas submetidas a ureterossigmoidostomias e seus grupos-controle

ndo operados
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O resultado de contagens de FCA ao microscopio estereoscopico dos segmentos
distal, médio e proximal do colo, classificadas quanto ao ntimero (1,2, 3 e 4) de criptas
aberrantes, estdo no Apéndice D.

Sintetizando: no grupo IV havia quatro ratas com FCA. As quatro apresentavam
FCA de uma cripta e localizados em colo distal; dois destes animais apresentavam FCA de
dois criptas (colo distal) e um deles apresentava um FCA com trés criptas no mesmo animal,
todas em colo distal.

No grupo V haviatrés ratas com FCA; duas ratas com FCA de uma cripta e os
mesmos animais apresentavam 1 FCA em colo médio e outro em colo proximal. Uma rata
exibia umFCA deduas criptas em colo proximal.

No grupo VI havia trés ratas que traziam um FCA de uma cripta (dois distal e um
proximal).

No grupo VII, uma ratatraziadois FCA; um de dois focos e um de trés focos.

Nao foram observados FCA nos grupos VIII e [X.

Nao foram observados FCA displasias.

Para analise estatistica dos grupos IV, V, VI, VII, VIII e IX, foram considerados
como focos de criptas aberrantes (sem discrimina¢do do nimero de criptas aberrantes, ja que
em sua maioria eram focos de uma cripta) e nimero de criptas aberrantes e os seguintes

numeros de ratas (n) (Tabela 5) e Apéndice D.

Tabela 5 - Grupo e niimero de animais (n) considerado para analise estereoscopica de colo

Grupo Numero de animais (n)
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Agua destilada 6

IX
L Lisina 6

VI
Celecoxibe 6

VII
Ureterossigmoidostomia 6

VI + Agua destilada
Ureterossigmoidostomia 7
v + L Lisina
Ureterossigmoidostomia 6
A" + Celecoxibe

Focos de criptas aberrantes encontrados a microscopia estereocopica nos animais
dos grupos que receberam agua destilada (IX), Llisina (VII), Celecoxibe (VIII),
ureterossigmoidostomia+ 4agua destilada (VI), ureterossigmoidostomia+L lisina (IV),

ureterossigmoidostomia+celecoxibe (V), considerando todos os fragmentos: proximal, médio
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e distal, foram comparados e analisados pelo teste de qui-quadrado, que nao evidenciou
diferenga estatisticamente significante entre os grupos em relacdo a presenca de focos de

criptas aberrantes (p= 0,0794) (Tabela 6).

Tabela 6-Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos IX VII, VIII e VI considerando
todos os fragmentos: proximal, médio e distal.

Focos de criptas aberrantes

Grupo Total
Presentes Ausentes
Agua destilada 0 6 6
L Lisina 1 5 6
Celecoxibe 0 5 5
3 3 6

Ureterossigmoidostomia + Agua destilada

Ureterossigmoidostomia + L Lisina 4 3 7
Ureterossigmoidostomia + Celecoxibe 3 3 6
11 25 36

Total

Focos de criptas aberrantes observados nos animais dos grupos agua destilada
(IX), L lisina (VII), celecoxibe (VIII), considerando todos os fragmento- proximal, médio e
distal- cujos dados foram comparados e analisados pelo Teste de Qui-Quadrado. Nao se
evidenciou diferenga estatisticamente significante entre os grupos em relagdo a presenga de

focos de criptas aberrantes (p= 0,3776), (Tabela 7).
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Tabela 7-Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos IX, VI e VII, considerando todos os
fragmento-proximal, médio e distal.

Focos de criptas aberrantes

Grupo Total
Presentes Ausentes

Agua destilada 0 6 6

Lisina 1 5 6

Celecoxibe 0 5 5

Total 1 16 17

Focos de criptas aberrantes encontrados nos animais dos grupos
ureterossigmoidostomia+agua destilada (VI), ureterossigmoidostomia+L lisina (IV),
ureterossigmoidostomia+celecoxibe (V), considerando todos os fragmentos- proximal, médio
e distal-foram comparados e analisados pelo Teste de Qui-Quadrado e ndo se evidenciou
diferenga estatisticamente significante entre os grupos em relacdo a presenca de focos de

criptas aberrantes (p= 0,9558) (Tabela ).

Tabela 8-Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos VI, IV e V, considerando todos
os fragmento-proximal, médio e distal.

Focos de criptas aberrantes

Grupo Total
Presentes Ausentes
Ureterossigmoidostomiatagua destilada 3 3 6
Ureterossigmoidostomia+lisina 4 3 7
Ureterossigmoidostomiatcelecoxibe 3 3 6
Total 10 9 19

O ntmero de focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos salina (IX) e
ureterossigmoidostomia+agua destilada (VI), considerando todos os fragmentos-proximal,
médio e distal. Dados analisados pelo Teste Exato, de Fisher, ndo revelaram
diferencasestatisticamente significantes entre os dois grupos em relagdo a presenca de focos

de criptas aberrantes (p=0,1818) (Tabela 9).
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Tabela 9- Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos IX e VI, considerando todos os
fragmentos: proximal, médio e distal.

Focos de criptas aberrantes

Grupo Total
Presentes Ausentes

Agua destilada 0 6 6

Ureterossigmoidostomia+agua 3 3 6

destilada

Total 3 9 12

Focos de criptas aberrantes nos animais dos gruposL lisina (VII) e
ureterossigmoidostomia+L lisina (IV), considerando todos os fragmentos-proximal, médio e
distal. Dados analisados pelo Teste Exato, de Fisher, ndo evidenciaram diferencas
estatisticamente significante entre os dois grupos em relacdo a presenga de focos de criptas

aberrantes (p=0,2657) (Tabela 10).

Tabela 10— Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos VII e IV, considerando todos
os fragmentos-proximal, médio e distal.

Focos de criptas aberrantes
Grupo Total

Presentes Ausentes

Lisina

Ureterossigmoidostomia+lisina

Total

Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos celecoxibe (VIII) e
ureterossigmoidostomia+celecoxibe, considerando todos os fragmentos: proximal, médio e
distal. Dados analisados pelo Teste Exato, de Fisher, ndo evidenciaram diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos em relacdo a presenga de focos de criptas

aberrantes (p=0,1818) (Tabela 11).
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Tabela 11— Focos de criptas aberrantes nos animais dos grupos VIII e V, considerando todos
os fragmentos-proximal, médio e distal.

Focos de criptas aberrantes
Grupo Total

Presentes Ausentes

Celecoxibe

Ureterossigmoidostomia+Celecoxibe

Total 3 8 11

4.6.5 Criptas Aberrantes

Quanto a andlise pura e simples do niumero de criptas aberrantes observado

amicroscopia estereoscopica nos grupos IV, V, VI, VII, VIII e IX encontra-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Ntamero de criptas aberrantes verificado nos grupos IX,VILVIILVI, IV e V,
considerando todos os fragmentos: proximal, médio e distal.
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Percentil  Percentil

Grupo Mediana Minimo 25 75 Maximo
Agua destilada IX 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

L Lisina VII 0,00 0,00 0,00 1,25 5,00
Celecoxibe VIII 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ureterossigmoidostomia+

4oua destilada VI 0,50 0,00 0,00 1,75 4,00
Ureterossigmoidostomia+

L Lisina VII 2,00 0,00 0,00 6,00 8,00
Uretero§s1gm01dostom1a+ 0.50 0,00 0,00 4,50 6,00
Celecoxibe V

O numero de criptas aberrantes foi verificadonos grupos V, VI VII, VIII e IX,
considerando os segmentos proximal médio e distal, dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores maximos ¢ minimos das quantificagdes nos n de cada grupo.
Dados foram expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das
quantificagdes. O Teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os seis grupos, associado
ao Teste de Comparacdes Multiplas, de Dunn, para verificar diferencas entre os grupos aos
pares. Nao foram constatadas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos

estudados (p= 0,0902) (Figura 19).
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Figura 19 — Ntmero de criptas aberrantes verificado nos grupos IX, VII, VIILVL, IV e V,
considerando todos os segmentos-proximal, médio e distal.

8 ‘ .
@ Bl Agua Destilada
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& Il Ureterossigmoidostomia+Lisina
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O numero de criptas aberrantes também foi comparado nos grupos agua destilada
(IX), Llisina (VII), celecoxibe (VIII), ou seja, nos animais dos grupos-controle, ndo operados,
considerando todos os fragmentos-proximal, médio e distal. Dados foram expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medigdes efetuadas em seus
valores de n anteriormente descritos. O Teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os
trés grupos, associado ao Teste de Comparagdes Multiplas, de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos aos pares. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente significantes

entre os grupos estudados (p= 0,3998) (Figura 20).

Figura 20 — Namero de criptas aberrantes verificado nos grupos IX, VII e VIII, considerando
todos os fragmentos-proximal, médio e distal.

81 .
Il Agua destilada

[ Lisina
6 [ Celecoxibe

4_

NUmero de criptas aberrantes

O numero de criptas aberrantes foi verificado nos grupos agua destilada

(IX),Llisina (VID), ureterossigmoidostomia + agua destilada (VI),
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ureterossigmoidostomia+lisina (IV), ou seja, em todos as ratas operados, considerando todos
os fragmentos-proximal, médio e distal. Os dados foram expressos como mediana, intervalo
interquartil e valores minimo e maximo das medigdes nos n respectivos dos grupos,
anteriormente descritos. O Teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os quatro grupos,
associado ao Teste de Comparagdes Multiplas, de Dunn, para verificar diferencas entre os
grupos aos pares. Nao foram constatadas diferengas estatisticamente significantes entre os

grupos estudados (p=0,1018) (Figura 21).

Figura 21 — Ntmero de criptas aberrantes verificado nos grupos agua destilada IX VII VI e
IV, considerando todos os fragmentos-proximal, médio e distal.
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O numero de criptas aberrantes foi  verificado nos  grupos
ureterossigmoidostomiat+agua destilada (VI), ureterossigmoidostomia+ Llisina (IV),
ureterossigmoidostomia+celecoxibe (V); ou seja, de todos os animais operados, considerando
todos os fragmentos- proximal, médio e distal. Dados foram expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medigdes efetuadas, nos n acima
descritos. O Teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os trés grupos, associado ao
Teste de Comparagdes Multiplas, de Dunn, para verificar diferencas entre os grupos aos
pares. Nao foram constatadas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos

estudados (p= 0,6034) (Figura 22).
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Figura 22 — Numero de criptas aberrantes verificado nos grupos VI, IV e V, considerando
todos os fragmentos-proximal, médio e distal.
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Numero de criptas aberrantes foi verificado nos grupos agua destilada (IX) e
ureterossigmoidostomia+agua destilada (VI), considerando todos os fragmentos-proximal,
médio e distal. Os dados foram expressos como mediana, intervalo interquartil e valores
minimo ¢ maximo das medi¢des efetuadas para seus n anteriormente descritos. O Teste de
Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos. Ndo foi constatada diferenga
estatisticamente significante entre os grupos estudados (p = 0,1812) (Figura 23).

Figura 23 — Namero de criptas aberrantes verificado nos grupos IX VI, considerando todos
os fragmentos: proximal, médio e distal.
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O namero de criptas aberrantes verificado nos grupos com Llisina (VII) e
ureterossigmoidostomia+ Llisina (IV), considerando todos os fragmentos-proximal, médio e
distal. Os dados foram expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e
maximo das medigdes efetuadas em seus respectivos n anteriormente descritos. O Teste de
Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos. Nao foi constatada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos estudados (p = 0,1655) (Figura 24), apesar de

haver um numero de criptas aberrantes maior em ratas operadas com uso de L lisina.
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Figura 24 — Numero de criptas aberrantes verificado nos grupos VII IV, considerando todos
os fragmentos: proximal, médio e distal.
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E finalmente, o nimero de criptas aberrantes foi verificado nos grupos celecoxibe

(VIII) e ureterossigmoidostomiatcelecoxibe (V), considerando todos os fragmentos-
proximal, médio e distal. Os dados foram expressos como mediana, intervalo interquartil e
valores minimo e maximo das medigdes efetuadas nos n estipulados anteriormente. O Teste
de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos. Nao foi constatada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos estudados (p= 0,2448) (Figura 25).

Figura 25 — Numero de criptas aberrantes verificado nos grupos VIII e V, considerando todos
os fragmentos-proximal, médio e distal.

6 [ Celecoxibe
Bl Ureterossigmoidostomia+Celecoxibe

NUmero de criptas aberrantes
o
1

0-




66
5 DISCUSSAO

Os reais fatores que levam a carcinogénese em anastomoses deampliagdes
vesicais e derivagdes urinarias, com alcas gastrintestinais, aindapermanecem desconhecidos.
Virios mecanismos foram propostos para explicar a sua fisiopatologia, tais como inflamacao
cronica, infec¢des de repeticdo, mudancas de potencial hidrogenidnico, producdo de
nitrosaminas por bactérias, instabilidade genética das areas de anastomoses, entre outras
hipoteses (GITLIN et al., 1999), entretanto existem muitas variaveis que ainda ndo foram
desveladas.

Na Alemanha, importante revisdo sistematica envolvendo 44 centros, de 1970 a
2007(KALBLE et al. 2012),em um total del7.758 pacientes submetidos a derivacdes
urinarias e cistoplastias com algas intestinais, foram encontrados32tumores. O riscode
tumores emureterossigmoidostomias foi de 22 vezese em cistoplastia 13 vezes
maior,estatisticamente significante, do queemoutras formasdederivagao
urinariacontinente,comoneobexigas (p <0,0001). Oriscode tumores em
derivagdesileocecais(1,26%) ede neobexiga de colo (1,43%), foi significativamentemaior
(p=0,0001) do queemneobexigas ileais(0,5%) (KALBLE et al. 2012).

Quando se fala em trabalho experimental, ha de se levar em consideracdo as
diferencas tanto fisiologicas quanto anatomicas entre seres humanos e ratos (WORKING
GROUP, 1995; DESESSO, 1995),entretanto, verifica-se que existem semelhangas ndo apenas
entre epitélios normais, mas também nas alteracdes histopatologicas encontradas em
derivagdes urindrias e ampliacdes vesicais entre as duas espécies, conforme visto
anteriormente e se vera a seguir. Dai o interesse na investiga¢do experimental.

Hiperplasia do epitélio de transicdo nas jungdesenterovesicaisegastrovesicais
foram observadas em animais submetidos a gastrocistoplastia e ileocistoplastia (GITLIN et al.
1999).As imuno-histomimica destas lesdes revelou que estas células expressavam
ndoapenasuroplaquinas(um marcador molecular para diferenciagdo urotelial), mas
tambémmucosubstancia. Os autores entdo sugeriram que estas células da anastomose
possuiamalteragdes e caracteristicas hibridas, podendo ser vulneraveis a transformagdes
neoplasicas(GITLIN et al., 1999).

Trabalhos experimentais utilizando modelos de ureterossigmoidostomias
adaptados para ratos (vesicosigmoidostomias) (CRISSEY; STEELE; GITTES, 1980)
descreveram alteragdes histopatologicas, como inflamagdo cronica, hiperplasia, displasias

com redugdo de sulfomucina e aumento de sialomucinas (CASTRO et al., 2006).
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O modelo de ureterossigmoidostomia utilizado neste trabalho foi elaborado por
Dornelas et al.,, (2014), com resumo publicado nos Anais do XIV CONGRESSO
INTERNACIONAL DE CIRURGIA EXPERIMENTAL - SOBRADPEC I FORUM DE
PESQUISA EM CIRURGIA TRANSLACIONAL - Sao Paulo — 2014, bem como nos Anais
do XXXV CONGRESSO BRASILEIRO DE UROLOGIA - Rio de Janeiro, 2015. Este novo
modelo surgiu em decorréncia de dificuldades encontradas com relagdo a alta
morbimortalidade encontrada por esses mesmos autores, durante a realizagdo de
ureterossigmoidostomias, seguindo o modelo classico de Crissey (1980), cuja mortalidade em
oito semanas atingiu o percentual de 45% (DORNELAS et al., 2016 - trabalho ja aceito e em
vias de publicacdo).

Nos animais submetidos ao novo modelo de ureterossigmoidostomia, pelos
mesmos autores (DORNELASet al., 2014), no tempo de oito semanas, a mortalidade foi de
apenas 8,3%. Em um tempo de 30 semanas de seguimento (tempo pelo menos trés vezes
maior), a mortalidade foi de apenas 29%. O novo modelo foi utilizado nesta dissertagdo por
permitir um tempo maior de observacdo (ja& que ¢ longo o periodo de laténcia para
desenvolvimento da carcinogénese em derivagdes urinarias), bem como por uma adequagao
¢tica, exigida para reducdo do uso de animais. Implantar apenas um ureter no colo permitiu
que o animal tivesse maior sobrevida, ja que teria, assim, maior garantia depreservacdo da
funcdo do rim contralateral, em caso de perda da unidade funcional renal submetida a
ureterossigmoidostomia.

Nas primeiras semanas de experimento, apesar de todos os cuidados com
esterilizagdo de campos cirurgicos e de material cirirgico, varios animais morreram com
peritonite, inclusive um grupo inteiro (Grupo II).

Isso fez com que os cuidados com os materiais € procedimentos fossem
redobrados. Isso ndo era esperado. A causa desta complicacdo foi identificada durante a
abertura de uma alca intestinal sob o microscopio cirirgico. Foi identificada grande
quantidade de parasitas moéveis de aspecto filiforme medindo cerca de 0,1 mm de
comprimento a Syphacia sp. A infestagdo acometia todos os animais, indistintamente.

Pela dificuldade de captura do parasita, optou-se pela fita adesiva transparente,

quando entdo pode ser identificado sob microscopia Optica (Figura 26).



68

Figura 26 -Syphacia sp - microscopio 6tico 20x.

Ratos crescem muito rapidamente e se tornam sexualmente maduros com cerca de
seis semanas de idade. Existe uma referéncia que calcula seis meses como equivalente a 18
anos.Na idade adulta, cada més do animal ¢ aproximadamente equivalente a 2,5 anos
humanos (QUINN, 2005; ANDREOLLO et al., 2012). E preciso salientar que o tempo de
observagao neste experimento foi + 30 semanas, o equivalente a 7,5 meses. Entdo, os nossos
animais teriam de tempo de cirurgia aproximadamente 19 anos o equivalente em humanos.

A avaliagdo da carcinogénese abordada nesta dissertagdoconcentrou-se na
avaliacdao histopatologica, tendo como referencial ndo apenas os aspectos inflamatdrios e
reacionais do epitélio e das paredes ureteral e vesical ja descritas, mas também refletindo sob
as teorias da carcinogenese do urotélio vesical, propostas porOyasu (1995), e carcinogénse
colica, descrita por Bird (1987).

Nos animais submetidos a ampliacdo vesical, grupos I e III, modelo este que
utilizou alga de colo, foram identificadas lesdes de hiperplasia urotelial em areas de
anastomoses, de forma discreta, mas semelhantes aos achados por Dornelas (1994) no tempo
de 18 meses de cirurgia e sem administrag@o de L lisina. Nao ha diferengas entre os grupos I e
IIT que receberam L lisina e agua destilada (p= 0,242).

O ureter, por outro lado, nos animais submetidos a ureterossigmoidostomias,
(grupos IV, V e VI),apresentava lesdes histologicas com hiperplasia de células transicionais,
mais acentuadas, mas ndo estatisticamente significantes, em animais que reberam L lisina
(grupo IV) em relacdo aos do grupo-controle (grupo VI) (p = 0,024). Em alguns animais,

foram observados papiloma de células transicionais com metaplasia escamosae um polipo
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inflamatorio,lesdes estas,também, descritas como sequenciais na histogénese carcinogénese
vesical de roedores(OYASU, 1995)(Figura 27). Seria apenas reacional,ou haveria aqui, ja
instalado, um processo de histogénese da carcinogénese ureteral?

Figura 27 -Histogénese da carcinogénese do urotélio vesical
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Fonte:Oyasu (1995)

Além disso, havia intenso infiltrado inflamatdrio, constituido predominantemente
por linfocitos em regido de mucosa e submucosa, de ureter € colo, mesmo em animais com
implante ureteral ndo funcionante nos grupos IV, V e VI sem significancia estatistica.lsso
remete a alguns relatos de casos de neoplasia maligna de coto ureteral, deixados em sigmoide
em caso de ureterossigmoidostomias (por condigdes benignas em intervalos curtos de tempo),

em que os pacientes foram levados a constru¢do de outro reservatorio urinario, deixando o
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sigmoide livre de urina e o coto ureteral 14 implantado (SCHIPPER; DECTER, 1981; SOHN
etal., 1990).

O que se questiona ¢ se seriam as alteragdes epiteliais reacionais a inflamagao
cronica pronunciada e, assim sendo, poderiam elas resultar em carcinogénese ureteral futura.

Pensando nestes questionamentos, volta-se aos achados histopatolégicos do grupo
I e III: ndo foram observados quaisquer sinais de inflamag@o cronica ou aguda nos epitélios
intestinais e vesicais de animais submetidos a ampliagdo vesical (grupos I e III), entretanto
eles possuiam hiperplasia em areas de anastomose, sem diferengas estatistica entre os grupos,
deixando livre o epitélio transicional restante da bexiga, que se encontrava normal a
hematoxilina/eosina,semelhantes aos achados de Dornelas(1994).

Os cistos encontrados em regides das anastomoses de ampliagdes vesicais (grupos
I e III), revestidos por camada unica de células, possivelmentedecorrem de artefatos
histologicos, produzidos cirurgicamente por estrangulamento de criptas intestinais no
momento da anastomose. Estes achados também foram observados por Dornelas, em 1994.

Foi identificada nos animais submetidos a ampliacdo vesical (grupos I e III)
proliferacao de células, semelhantes as transicionais, provenientes de criptas intestinais e
aderidas a elas, formando proje¢des para a luz das bexigas ampliadas, semelhantes a
hiperplasia urotelial, encontradas nas areas de anastomose, porém distantes das mesmas
(CHIARELLI; SANDEI, 1984; DORNELAS, 1994). Havia diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos I e III com p=0.045, estando incidente em animais que
receberam L lisina, mas ndo em grupo-controle. Chiarelli e Sandey,em 1984, chamaram estas
alteragdes de epitélio “transicional-like”. Estas, também denominadas ‘“metaplasias
transicionais”, foram descritas em trabalhos experimentais com gastrocistoplastias em animais
(BUSON et al., 1993; GITLIN et al., 1999), porém, os animais dos experimentos dos autores
citados ndo receberam L lisina. A L lisina antecipou o aparecimento destas lesdes no grupo I?

A superficie luminal do trato gastrointestinal ¢ coberta por uma camada de muco
que atua como barreira protetora contra o indspito ambiente da luz intestinal. As
caracteristicas desta barreira e a sua fun¢do estdo sendo estudadas exaustivamente, uma vez
que as alteracdes a sua habitual composicao tém sido identificadas em doengas gastrintestinais
graves, tais como doencas inflamatorias intestinais (CORFIELD et al., 2000; CORFIELDet
al., 2001), derivagdes urinarias com algas intestinais (MOORCRAFTet al., 1983), esofago de
Barrett, cancer colorretal (CORFIELD et al., 2000; CORFIELD et al., 2001). Algumas

alteragdes na expressdo do gene MUC ou polimorfismo foram detectadas em doengas
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inflamatorias do intestino, em contraste com a transformacdo maligna (CORFIELD et al.,
2001).

Ha pelo menos 21genes que codificam glicoproteinas do tipo mucina humanos
(MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUCS,
MUCI12, MUC13, MUCI15, MUC16, MUC17, MUC19, MUC 20, e MUC 21) (KIM; HO,
2010). Genes de mucina sdo expressos em tecidos e células do tipo especifica e sdo
classificados em dois tipos - secretor em associagdo a membrana.

As mucinas sdo classificadas, quanto as suas caracteristicas histoquimicas,em
acidas e neutras. As acidas sdo subdivididas em sialomucinas e sulfomucinas, conforme
apresentem na composicdo acido sidlico ou sulfatos, respectivamente. As sialomucinas,
dependendo da propor¢do de N-acetil ou de O-acetil, derivadas do acido sialico, podem ser
subclassificadas em outros tipos. As regides ricas em mucinas neutras sao identificadas pela
reacdo do PAS (coram-se em vermelho), enquanto o corante Alcian-Blue (cora-se em azul)
identifica as acidas, especialmente as sialomucinas (DE FARIA et al., 2007). Na mucosa
colica normal, a sialomucina é observada no terco superior das criptas e a sulfamucina ¢
geralmente vista nos dois ter¢os inferiores (FILIPE, 1975). J4 nas ureterossigmoidostomias,
observou-se que hd uma substituicdo total pela sialomucina (que se cora em azul) sendo
portanto designada “cripta azul” (SHANSUDDIN et al., 1981; IANNONI et al., 1986).
Pacientes com adenocarcinoma de colo e retocolite ulcerativa apresentaram também esta
distribui¢do de mucinas encontradas em derivagdes urinarias (SHAMSUDDIN et al, 1981).

Os resultados deste experimento das mucinas por meio de histoquimica com
PAS - Alcian Blue mostraram, de forma difusa, que ocorreu redugdo expressiva do conteudo
de mucinas em células caliciformes, tanto das regides do epitélio colico proximos a
anastomoses ureterocolicas de animais submetidos a ureterossigmoidostomias (grupos IV, V e
VI), quanto dos segmentos intestinais de ampliacdes vesicais submetidos as ampliagdes
vesicais (grupos I e I1I).

A diminui¢do das células caliciformes, bem como a reducdo do conteudo de
mucinas ja foram descritas por outros autores em conduto colico de derivagdes urinaria, em
criangas (MOORCRAFTet al., 1983).

Este fendmeno de redugdo de mucinas acidas também foi observado em colo
descendente de ratos submetidos a carcinogénese quimica (RUBIO et al., 1991).

Quanto aavaliacdo da carcinogénese coélica, o estudo centrou-se ndo apenas nas

alteracdes histopaldgicas, como também na avaliagdo por meio de microscopia estereoscopica
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de lesdes pré-neoplésicas classicamente conhecidas como criptas aberrantes, bem como foco
de criptas aberrantes (FCA) em animais submetidos a ureterossigmoidostomias (grupo IV, V
e VI).

O FCA foi originalmente descrito por Bird em 1987, em ratos submetidos a
carcinogénese quimica de colo. Alguns anos mais tarde, entretanto, 0 mesmo autor sugeriu, €
outros confirmaram, que o foco de criptas aberrantes, na verdade, faz parte da evolucao
sequencial da carcinogénese coélica, que pode se tornar displasico, podendo originar adenomas
e carcinoma de colo nesta ordem, servindo entdo como modelo de lesdo precoce, ou seja,
lesdo pré-neoplasica na carcinogénese colorretal (McLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991;
HURLSTONE; CROSS, 2005; ALRAWI et al., 2006; MICHAEL, 2010).

Os FCA displasicosse assemelhamaos adenomas e sdo mais comuns em polipose
adenomatosa familiar, a qual resulta de uma mutacao de linha germinal do gene APC. Além
de displasia, estes FCA sdo caracterizados pela proliferacdo epitelial anormal nas regides
superiores das criptas, com mutacdes de K-ras (SUEHIRO; HINODA, 2007). Ha relatos de
que os FCA displasicos podem apontar instabilidade de microssatélite ou metilagio com
silenciamento epigenético (ORLANDO et al., 2008). Por este motivo, a investigagdo de FCA
em ratos submetidos a carcinogénese quimicado colo (azoximetano), vem se consagrando
como modelo para ensaios com novas moléculas antineoplasicas (ALRAWI et al. 2006;
BURLAMAQUI et al., 2012).

Alguns autores constataram que a idade avancada em seres humanos pode
influenciar no aparecimento espontaneo de FCA (RUDOLPH et al., 2005).Outros citam uma
prevaléncia de FCA de 53,6% em pessoas normais acima de 50 anos, 90% em pacientes com
adenoma e 100% em pacientes com carcinoma colorretal (LEON; SAENZ, 2007).

FCA com caracteristicas de polipos hiperplasicos possuem mutagdo do proto-
oncogene RAS,e FCA displasicos (microadenomas) estdo associados com mutagdes do gene
APC (NUCClI et al., 1997).

A carcinogénese intestinal de derivagdes urindrias segue o0 mesmo curso ja
conhecido da carcinogénese intestinal, cuja lesdo precursora € a cripta aberrante ou o foco de
cripta ou aberrante?. Esta resposta poderia ser muito interessante no momento em que pudesse
ser utilizada a pesquisa de FCA, na avaliagdo clinica preventiva de pacientes submetidos a
derivagdes urindrias.

A via ja estabelecida da carcinogénese colica com formacgao de FCA, conhecida, ¢

a mesma via da carcinogénese cirtirgica das derivagdes urinarias?
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Para responder a esta pergunta encontra-se um antigo trabalho de Daher et al.,
(1988), que, pesquisando antigenos de mucinas coélicas, por meio de imuno-histoquimica, em
ratos submetidos a ureterossigmoidostomia, concluiram que a carcinogénese quimica
colorretal pelo dimetil-hidrazina, ¢ diferente da carcinogénese em ureterossigmoidostomias
(DAHER et al., 1988).

FCA ocorreria em ureterossigmoidostomias em ratos?

Oque se conhece até o momento ¢ a presenga de FCA em carcinogénese quimica e
outras doengas do colo com potencial para malignizacao.

Em recente trabalho, enviado e aceito para publica¢do, Dornelas et al.(2016), em
modelo experimental classico de ureterossigmoidostomias (CRISSEY; STEELE; GITTES,
1980), acompanhado por oito semanas,detectaram criptas aberrantes, tanto em ratos Wistar,
submetidos a vesicossigmoidostomias por oito semanas, como em grupo-controle nao
operados, e ndo havia diferenga estatisticamente significante em animais que  receberam L
lisina nas mesmas doses do experimento ora relatado. Nao ha outro relato na literatura.

Tem a L lisina agdo promotora na carcinogénese no colo e/ou ureter de
ureterossigmoidostomias? Considerando os FCA como lesdo precursora de cancer de colo, a
L lisina aumentaria a ocorréncia dos FCA?

A promogao ¢ efetuada por agentes promotores em células iniciadas. Os agentes
promotores sdo capazes de levar células iniciadas a proliferacdo e com isso desenvolver
mutacoes adicionais. Os promotores ndo sao capazes de produzir mutagdo, mas a condi¢ao de
manter a proliferacdo celular é obrigatoria, para que possam contribuir para a carcinogénese
(PITOT, 1993). Dornelas et al.(2012), em recente trabalho, constataram que a L- lisina tem
acdo promotora da carcinogénese de bexiga em ratos submetidos a carcinogénese quimica
pelo BBN.

Apesar de serem observados trés FCA de uma cripta no grupo VI e nenhuma no
grupo I[X, na comparagdo dos grupos VI e X, os testes estatisticos revelaram que, nos tempos
observados, ndo ha relacdo de formag¢ao de FCA com a cirurgia ureterossigmoidostomia: p=
0,1818 (Tabela 5).

Reddy et al.(2000) demonstraram pela primeira vez que a administracdo de
celecoxibe durante a fase de promogdo / progressdo inibia significativamente o
desenvolvimento do tumor induzido por azoximetano, sugerindo indiretamente que a eficacia
quimiopreventiva deste agente ¢ conseguida, mesmo durante as fases posteriores do

desenvolvimento do tumor de colo.Outro elegante estudo,conduzido por Vaish eSanyal
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(2011),confirmou os achados, sugerindo que isso ocorre ao se inibira expressdo e a
sinalizacdode NF-«B e Jak3/Stat3,inibindo citocinas e assim, também,impedindo a inflamag¢ao
e a carcinogénese(VAISH;SANYAL, 2011). Muitos outros pesquisadores tém comprovado a
eficacia dos inibidores de COX 2. Neste estudo,os animais do grupo V, submetidos a
ureterossigmoidostomia e que receberam celecoxibe nao tiveram reducdo de FCA, em relagao
ao grupo-controle (grupo VI), submetido a ureterossigmoidostomia e agua destilada.

Nos animais dos grupos IV, V e VI (submetidos a ureterossigmoidostomia), em
relagdo ao numero de criptas aberrantes, bem como ao numero de FCA,ndo ocorreu
significancia estatistica entre os grupos, fazendo crer que o aparecimento destes focos nao foi
influenciado por cirurgia, administracao de L lisina, celecoxibe e 4gua destilada.

Alguns autores observaram correlagdo do cancer com o niimero de FCA, outros
com a multiplicidade de criptas (CADERNIet al., 1995; MAGNUSONet al., 2000).No estudo
sob relagdo, ndo foram encontradas multiplicidades de criptas aberrantes. A maioria dos FCA
continha apenas uma cripta e ndo havia displasias nos FCA. Teria o FCA de uma cripta sem
displasia importancia na carcinogénese de colo? Sabe-se que a multiplicidade de criptas
aberrantes esta associada fortemente ao cancer de colo, ou seja, um FCA de cinco criptas tem
maior associacdo com a displasia e o cancer de colo do que um FCA de uma cripta.

Foram observados FCA em animais ndo operados com uso apenas de L lisina
(grupo VII) e apenas um animal desenvolveu dois FCA:um de duas criptas e outro de trés.

Muito embora o significado do encontro de FCA isolado, sem displasias, ainda
seja desconhecido, existem relatos de involucdo de FCA, assim como de adenomas. Também
foi descrito surgimento espontdneo de FCA em ratos Fischer 344, sem uso de carcinégeno
(FURUKAWA et al. 2002; TANAKAMARU et al., 2001). A dieta comercial pode favorecer a
indugdo de FCA em animais modificados (SVENDSEN, et al. 2012). Recentemente,
Burlamaqui et al. (2012), utilizando azoximetano para carcinogenese coélica experimental,
referiram existéncia de FCA, apesar de escassas, em ratos Wistar, que ndo receberam

carcindgeno.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foram realizadas duas técnicas cirurgicas em ratas: cistoplastia com segmento de
colo e ureterossigmoidostomias. Os efeitos daL lisina no epitélio do colo de ratos submetidos
a ureterossigmoidostomia foram inicialmente avaliados pela andlise de FCA a microscopia
estereoscopica,apos fixacdo com formol e coloragdo pelo azul de metileno. Seguiu-se estudo
histopatologico dos epitélios ureterais, colicos e vesicais em todos os grupos, corados pela
hematoxilina ¢ eosina e PAS Alcian Blue.

Pode-se observar ¢ que, apesar de haver um numero de FCA maior em ratas
submetidas a ureterossigmoidostomia, eles foram em sua maioria de apenas uma cripta
aberrante, sem displasias, sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos
IV,V,VLLVILVIII e IX, portanto, ndo ocorreu protecdo ou promoc¢do de carcinogénese em
ratas tratadas com L lisina pelo método de avaliacdo de criptas aberrantes.

Em relacdo aos estudos histopatoldgicos,o que se observa € hiperplasia urotelial
de leve a moderada em regido de anastomose de ampliagdes vesicais e ‘“metaplasia
transicional’(MT)no epitélio glandular do colo. A MT ocorreu mais em animais que
receberam L lisina,em rela¢do ao grupo-controle(p=0,045). Em nenhum destes animais,foram
notadas células inflamatdrias no epitélio vesical e ou intestinal. Nas ureterossigmoidostomias
aconteceram hiperplasia urotelial (plana, papilar e nodular), de moderada a acentuada
intensidade, no epitélio ureteral,e trés polipos ureterais, com maior intensidade (acentuada)
nos grupos que receberam L lisina mas sem significadncia estatistica em relagdo ao grupo-
controle (p= 0,024). Havia infiltrado inflamatério constituido por linfocitos, de leve a
acentuada intensidade. Quanto a coloracdo pelo Alcian Blue, havia acentuada diminuigdo de
células caliciformes e de mucinas em colo, em todas as ratas operadas. Em alguns animais do
grupo V, que receberam celecoxibe, observou-se leve inflamacao ureteral relacionada com
maior tempo de funcionalidade. Na histopatologia pelo HE, a L lisina influenciou na presenca

de “metaplasia transicional” de amplia¢des vesicais.
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6- CONCLUSAO

A L lisina ndo influenciou na carcinogénese dos epitélios intestinal
ureterossigmoidostomias em ratas, nos tempos, doses e pelo método de avaliacdo de criptas
aberrantes.

A L lisina influenciou,antecipando asalteragdes epiteliais de “metaplasia urotelial”
em segmento intestinal de amplia¢des vesicais.

Criptas aberrantes ndo seguem o modelo de carcinogénese de colo em ratos

submetidos a ureterossigmoidostomias.
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APENDICE B

Tabelas de achados macroscépicos correlacionando com data de obito, sacrificio e pos-
operatorio

Grupo I — Ampliagdo Vesical e L-lisina

Animal Data Ultimo Achados macroscopicos Achados macroscopicos
Cirurgia P.O. Obitos Sacrificio
R1 16/01 - Obito no pds-operatorio -
imediato( Peritonite com
fecaloma)
R2 16/01 201° 05/08- — Multiplas aderéncias na
28s5d regido da cirurgia Polipo 0,2mm
localizado no colo descendente
R3 16/01 201° 05/08 — — Multiplas aderéncias na
28s5d regido da cirurgia. Nodulo de

aproximadamente 0,5mm em
pulmao lobo superior . Grande
abcesso no polo superior do pulmao
esquerdo (1,8 cm X 1,5 cm).
Aderéncias no pulméo esquerdo

R4 22/01 - Obito no pds-operatorio
imediato( pneumonia +
peritonite com fecaloma)

RS 16/01 201° 05/08- — Multiplas aderéncias na
28s5d regido da cirurgia. Necropsia ndo
evidenciou alteragoes
macroscopicas
R6 17/01 200° 05/08— Multiplas aderéncias na
28s5d regido da cirurgia- Necropsia nao
evidenciou alteragoes
macroscopicas
R7 22/01 195° 05/08- — Multiplas aderéncias na
27s6d regido da cirurgia. Abcesso
pulmonar
R8 22/01 41° 04/03- Pneumonia

5s6d




Grupo II - Ampliacdo vesical + celecoxibe

Animal Data Ultimo  Achados macroscopicos Achados macroscopicos
Cirurgia P.O. Obitos Sacrificio
R1 08/01 - Obito no pos-operatorio imediato
(peritonite com fecaloma)
R3 10/01 - Obito no pés-operatorio
imediato(peritonite com fecaloma)
R4 10/01 - Obito no pos-operatério
imediato(peritonite com fecaloma)
RS 10/01 - Obito no pés-operatorio
imediato(peritonite com fecaloma)
R6 14/01 - Obito no pos-operatério imediato
(peritonite com fecaloma)
R7 22/01 - Transferido para o Grupo |
RS 22/01 - Transferido para o Grupo |
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Grupo III- Ampliagdo vesical + agua

Anim Data Cirurgia

Ultimo  Achados macroscopicos

Achados macroscopicos

al P.O. Obitos Sacrificio
R1 06/12/2013 231° 25/07—— Multiplas aderéncias na
33s regido da cirurgia. Necropsia ndo
evidenciou alteragoes
macroscopicas
R2 06/12/2013 231° 25/07-Multiplas aderéncias
33s
R3 27/12/2013 210° 25/07 — Multiplas aderéncias na
30s regido da cirurgia
R4 27/12/2013 210° 25/07 — Multiplas aderéncias na
30s regido da cirurgia. Necropsia ndo
evidenciou alteragoes
macroscopicas
R5 06/12/2013 231° 25/07 — — Mdltiplas aderéncias na
33s regido da cirurgia. Necropsia ndo
evidenciou alteragoes
macroscopicas
R6 30/12/2013 207° 25/07 — — Multiplas aderéncias na
29s4d regido da cirurgia Necropsia ndo
evidenciou alteragoes
macroscopicas
R7 30/12/2013 207° 25/07 — Miltiplas aderéncias na
29s4d regido da cirurgia. Abcesso do

pulmao esquerdo
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Tabelas de achados macroscopicos correlacionando com dia de pos-operatdrio e obito ou
sacrificio e funcionalidade,nos animais submetidos a ureterossigmoidostomias

Grupo IV — Ureterossigmoidostomia + lisina

Animal Data Ultimo Achados macroscopicos Achados macroscopicos
Cirurgia P.O. Obitos Sacrificio
R1 06/01 205° 30/07 — Funcionante; rim mede
29s2d 3,0x2,0x1,5 —uretero-hidronefrose
moderada a esquerda;
R2 06/01 205° 30/07 — Uretero-hidornefrose moderada;
28s5d rim esquerdo mede 3,5x2,5x 2,0 -
processo obstrutivo por calculo medindo
0,5cm.
R3 10/01 201° 30/07 — Uretero-hidronefrose moderada,
28s5d rim esquerdo medindo 3x4x5c¢m; ndo
funcionante.
R4 07/01 204° 30/07 —Funcionante, eliminando urina
28s5d pelo orificio ureteral; rim mede
2,5x1,4x1,2 hidronefrose moderada a
esquerda. Apenas resquicio do polo
superior
RS 07/01 108° 25/04 — Funcionante; rim
15s3d esquerdo 4,0x20x1,5 cm.
apresentando pionefrose, rim
dilatado e substituido por
liquido purulento
R6 07/01 204° 30/07 — Funcionante; ureter dilatado;rim
29s1d mede 2,0x1,8x1,0; uretero-hidronefrose
moderada.
R7 07/01 72° 16/06 — Obito 18 semanas
10s2d Cavidade abdominal limpa;
algas intestinais brilhantes;
areas de hemorragia
importante; rins normais;
discreta dilatagdo do ureter;
hidronefose discreta, pulméao
com areas de colorac¢do vinhosa
e esbranquicadas. Causa
mortis: pulmonar
R8 13/01 198° 30/07 — Funcionante;rim mede
28s2d 2,0x0,5x0,6 cm; anastomose perfeita;

hidronefrose discreta;




Grupo V —ureterosigmoidostomia + celecoxibe

Anim Data Ultimo P.O.  Achados macroscopicos Achados macroscopicos
al Cirurgia Obitos Sacrificio
R1 08/01 202° 29/07 — Regido anal com indicios de
28s6d funcionalidade da cirurgia;
hidronefrose acentuada; rim
esquerdo medindo 6x3x1,5 cm.
R3 10/01 73° 24/03 — Nao funcionante
10s3d hidronefrose Acentuada do rim
esquerdo mede 2,0x0,5x0,5
Funcionante. Multiplos
abscessos nos pulmdes; abdome
distendido; gases no intestino;
cirurgia ok;
R4 10/01 200° 29/07 — Nio funcionante; rim
28s4d atrofiado, medindo 08x0,1x0,2cm;
enorme abscesso pulmonar, 3
abscessos no pulmao esquerdo;
hidrossalpinge.
R5 10/01 200° 29/07 — Funcionante; ureter dilatado;
28s 4d hidronefrose moderada; rim
esquerdo medindo 3x2x1,5cm
multiplos abscessos hepaticos
medindo cada um no maximo lcm;
multiplos abscessos pulmonares;
observados calculos saindo pelo
orificio do implante ureteral;.
R6 14/01 196° 29/07 — Funcionante; visualizados
28s microabscessos no rim esquerdo;
hidronefrose moderada; rim
esquerdo medindo 2x1x1 cm.
R7 23/01 187° 29/07 — Nao funcionante; presenca
26s5d de aderéncias; rim atrofiado
medindo 1,3x0,3x0,3 cm.
RS 15/01 195° 29/07 — Funcionante; rim
27s6d hidronefrose moderada esquerda,

apresentando alguns abscessos e
medindo 3x2,5x1 cm; ureter
dilatado.
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Grupo VI Ureterossigmoidostomia + agua
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Ani Data Ultimo P.O. Achados macroscopicos Achados macroscopicos
mal  Cirurgi Obitos Sacrificio
a
R1 13/01 164° 26/06 —Nao funcionante; rim
23s3d hidronefrose acentuada mede
5,5x4,5x3,5 dilatagdo do ureter 0,5cm
de didmetro.
R2  24/01 182° 25/07 — Funcionante; uretero-
26s hidronfrose. Rim mede 2,5x1,2x1,5
cm.Hidronefrose acentuada. Pequena
lesdo em pelve renal vegetante 0,4
cm friavel. Pequeno calculo em ureter
distal implantado 0,3 cm
R3  13/01 193° 25/07 — Semifuncionante; rim mede
27s4d 2,3x 1,5x 1,5, hidronefrose acentuada
R4 13/01 193° 25/07 — Funcionante; rim mede
27s4d 2,0x1,3x 0,5 sem hidronefrose
discreta apenas discreta cicatriz ureter
discretamente dilatado
R5 13/01 193° 25/07 — Funcionante;
27s4d ureteropielonefrose acentuada ; rim
esquerdo medindo 6x5x4cm; ureter
dilatado, com didmetro de 1ecm, com
secrecdo purulenta; hidrossalpinge.
R6  14/01 153° 16/06 — Multiplos abscessos
21s6d pulmonares; hemorragia nasal;
cavidade abdominal limpa; area de
anastomose inteira; rim esquerdo
hisdronefrose moderada, medindo
3x2x1 cm ; visualizadas duas lesdes
polipoides em area do implante
ureteral, medindo 0,4cm, distando
entre si 0,5cm; figado
comprometido. Causa mortis:
comprometimento pulmonar.
R7  14/01 192° 25/07 — Rim com pus e aderéncia;
27s3d ureteropielonefrose acentuada; rim

esquerdo medindo 3,8x1,7x 1,7 cm
ureter dilatado apresentando 0,5 cm
de didmetro; funcionante; visualizado
pus fétido na drenagem do rim.




APENDICE C

Laudos histopatologicos de ampliagdes vesicais relacionadas a tempo de vidaem semanas e
dias e ureterossigmoidostomias relacionadas a tempo de vida em semanas e dias e
funcionalidade

Grupo [
DO POS OP AO OBITO OU SACRIFICIO

Rato Tempo de vida Intensidade da hiperplasia Inflamagao
(semanas-dias) Na area de anastomose

LEVE MODERADA  ACENTUADA

R2 28 s 5 dias X - Nao
cisto

R3 28 s 5 dias X Nao

RS 28 s 5 dias X Nao
Metaplasia
cisto

R6 28 s 4 dias X Nao
Metaplasia

R7 27 s 6 dias X Nao
Metaplasia

Média aritmética de vida

Grupo 1

Xi Fi Xi.Fi

1 2 2s
5s 6d 1 5s 6d
27s 6d 1 27s 6d
28s 4d 1 28s 4d
28s 5d 3 86s 1d
Total: 8 150s 3d

Média 18s5d
Total:
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) Grupo III )
DO POS OP AO OBITO OU SACRIFICIO

Rato Tempo vida Intensidade de hiperplasia Inflamagdo
(semanas) em area de anastomose

LEVE MODERADA ACENTUADA

R1 33 s X Nao
R2 33s X Nao
R3 30s X Linf6citos so na area de
cisto anastomose (fio)
R4 30s X Nao
cisto
R5 33s X Nao
cisto
R6 29s X Nao
cisto
R7 29s X Nao
cisto

Média aritmética e vida

Grupo 111

Xi Fi Xi.F
i

01 1 1

29 2 58

30 2 60

33 3 99

Total 8 218

Média total: 27s 2d
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Grupo IV
Rato Funcionalidade Sobrevida/Sacrificio Hiperplasia ~ Papiloma Inflamagao
(semanas) (semanas) Intensidade
LMA
R1 29 29s2d Acentuada Sim* Sim
acentuada
R2 06 29s2d Acentuada sim Sim
acentuada
R3 09 28s 5d Acentuada nao Sim
acentuada
R4 29 29s1d Acentuada ndo Sim
acentuada

R6

29s2d

Acentuada

nao

Sim
acentuada

R8 28 28s2d Moderada ndo nao
Média aritmética de vida

Grupo IV
Xi Fi Xi.Fi
10s2d 1 10s2d
15s3d 1 15s3d
28s2d 1 28s2d
28s5d 1 28s5d
29s1d 1 29s1d
29s2d 3 87s6d
Total 8 199s5d
Média total 24s6d
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Grupo V
Rato  Funcionalidade Sobrevida/Sacrificio Hiperplasia Papiloma Inflamag@o
(semanas) (semanas) LMS
R1 28 28s6d acentuada nao

R4 05 28s4d Moderada nao Sim
acentuada
RS 28 28s4d Leve nao leve
R6 05 28s Acentuada nao Sim
acentuada
R7 07 26s5d Acentuada nao Sim
Acentuada
piocitos
aglomerados
R8 07 27s6d Acentuada nao Sim
*Pélipo intestinal Leve
inflamatorio a moderada

Média aritmética de vida

Grupo V
Xi Fi Xi.Fi
01s 1 01s
10s3d 1 10s3d
26s5d 1 26s5d
27s6d 1 27s6d
28s 1 28s
28s4d 2 57s1d
28s6d 1 28s6d
Total 8 180 s

Média total 22s3d
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Rato Funcionalidade Sobrevida/Sacrific Hiperplasia Papiloma Inflamagdo
(semanas) 10 (semanas) LMS leve moderada

acentuada

R1 04 23s3d Acentuada sim Moderada

R2 26 26s Moderada nao Moderada

R3 27 27s4d Acentuada nao Leve

R4 27 27s4d Moderada nao Leve na anastomose
Ureter sem
inflamagdo

RS 07 27s4d Moderada nao Leve na anastomose
Ureter sem
inflamagdo

R7 07 (27 pus) 27s3d Moderada Acentuada

Média aritmética

Grupo VI

Xi Fi Xi.Fi
02s 1 02s
21s6d 1 21s6d
23s3d 1 23s3d
26's 1 26's
27s3d 1 27s3d
27s4d 3 82s5d
Total 8 183s3d

Média total 22s6d




APENDICE D
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GRUPO IV - NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES (FCA) DE 1,2,3 E 4 CRIPTAS

POR ANIMAL E POR SEGMENTO DE COLO

DISTAL MEDIO PROXIMAL
RATA 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
1 111 I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 II 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 II I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 11 I I 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GRUPO V - NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES (FCA) DE 1,2,3 E 4 CRIPTAS

POR ANIMAL E POR SEGMENTO DE COLO
DISTAL MEDIO PROXIMAL
RATA 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
1 I 0 0 0 0 0 0 0 I I 0 0
4 II 0 0 0 I 0 0 0 I 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GRUPO VI - NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES (FCA) DE 1,2,3 E 4 CRIPTAS

POR ANIMAL E POR SEGMENTO DE COLO

DISTAL

MEDIO

PROXIMAL
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GRUPO VII - NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES (FCA) DE 1,2,3 E 4 CRIPTAS

POR ANIMAL E POR

SEGMENTO DE COLO
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GRUPO VIII - NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES (FCA) DE 1,2,3 E 4 CRIPTAS
POR ANIMAL E POR SEGMENTO DE COLO

DISTAL MEDIO PROXIMAL
RATA 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GRUPO IX - NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES (FCA) DE 1,2,3 E 4 CRIPTAS
POR RATO E POR SEGMENTO DE COLO
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ANEXO

Universidade Federal do Ceara
Comissao de Etica em Pesguisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARAGAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagéo n°
80/2011, sobre o projeto intitulado: “EFEITOS DA PROPOLIS VERMELHA E DA L-
LISINA NAS ALTERAGOES INFLAMATORIAS, DISPLASICAS, PRE-NEOPLASICAS E
NEOPLASICAS DE DERIVAGOES URINARIAS INTESTINAIS EM RATAS WISTAR.”,
de responsabilidade da Professora CONCEICAO APARECIDA DORNELAS, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 07 de dezembro de 2011.

Fortaleza, 29 de fevereiro de 2012

Profa. Dra. Nylane a Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao dg/Etica em Pesquisa Animal — CEPA



