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RESUMO

SOSTER, Vagner Jonatan. Analise de dosagens de Interleucina-6 (IL-6) e de
leucécitos em ratos Wistar submetidos a indugao de cancer de lingua e doenga
periodontal. 2015. 24 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2015.

O objetivo desse estudo foi avaliar as dosagens de IL-6 e contagens de leucdcitos
no sangue de ratos Wistar expostos a indugdo doenga periodontal e cancer de
lingua.O estudo contou com ratos Wistar machos com 60 dias de vida foram
divididos em cinco grupos: Grupo Controle, no qual os animais nao foram expostos a
procedimentos experimentais; Grupo Doenca Periodontal, que foi submetido a
inducao de doencga periodontal através de ligadura por 140 dias; Grupo Cancer de
Lingua, no qual os animais foram expostos a desenvolvimento experimental de
cancer através do uso de carcindgeno 4NQO por 140 dias; Grupo Céancer de Lingua
+ Doencga Periodontal, nesse grupo os animais sofreram inicialmente indugdo de
cancer através do 4NQO por 140 dias e apds indugéo de doenga periodontal por
ligadura por 14 dias; Grupo Doenga Periodontal + Cancer de Lingua, nesse grupo os
animais foram induzidos inicialmente a desenvolver somente doencga periodontal por
14 e apds também receberam 4NQO por 140 dias. Os animais foram mortos ao
término do experimento, e as pegas anatdbmicas como lingua, maxilares além do
sangue armazenadas para avaliagdo. Contagem de leucdcitos foi realizada a partir
de esfregacos de sangue e dosagem de IL-6 foi realizada por ELISA. Para essa
analise, material oriundo de 5 animais por grupo, randomicamente selecionados foi
utilizado. Os resultados foram comparados entre os grupos através dos testes de
ANOVA ou Kruskall-Wallis. Todos os animais expostos ao 4NQO desenvolveram
alteracdes neoplasicas na lingua. Em relagdo aos leucdcitos, observa-se maior dos
numeros de linfoécitos nos animais que sofreram indugcéo de doenga periodontal. No
que diz respeito aos mondcitos, os animais que foram submetidos a indugdo de
doenca periodontal apresentaram menores quantidades; em contrapartida, os
neutréfilos foram encontrados em numeros maiores nos animais expostos ao
carcinégeno 4NQO. As dosagens de IL-6 n&o diferiram estatisticamente entre os
grupos. As combinagdes de exposicoes a carcinogeno 4NQO e inflamacéao
periodontal ndo afetam dosagens de IL-6 e modulam a expressdo de leucdcitos
sanguineos.

Palavras-chave: Interleucina 6. Doenga periodontal. Cancer de lingua. Leucocitos.



ABSTRACT

SOSTER, Vagner Jonatan. Analysis of interleukin -6 (IL-6) e and leucocytes in
wistar rats submitted to induced tongue cancer and periodontal disease. 2015.
24 p. Final Paper (Graduation in Denstistry) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

The aim of this study was to evaluate the IL-6 dosages and serum leukocyte counts
in Wistar rates exposed to experimental periodontal disease and tongue cancer.
Male Wistar rats 60 days old were divided in 5 groups: Control group, in which
animals were not submitted to any experimental procedure; Group Periodontal
Disease, submitted to ligature-induced periodontal disease during 140 days; Group
Tongue Cancer, exposed to experimental cancer induction by use of the carcinogen
4NQO during140 days; Group Tongue Cancer + Periodontal Disease, in which
animals were submitted initially to 4NQO during 140 days and, after, ligature-induced
periodontal disease during 14 days; Group Periodontal Disease + Tongue Cancer,
which periodontal disease was induced during 14 days and, after, exposure to 4NQO
during 140 days. Animals were killed after the end of the experiment and specimens
were stored for evaluation. Leucocyte counts were performed in blood smears and
IL-6 dosage performed by ELISA. To this analysis, 5 animals were randomly selected
per group. The results were compared among groups by ANOVA or Kruskall-Wallis.
All animals exposed to 4NQO developed neoplastic alterations in the tongue. With
respect to leucocyte counts, a higher number of limphocytes was observed in
animals with periodontal disease. In relation to monocytes, animals submitted to
ligature-induced periodontal disease presented lower amounts; on the other hand,
neutrophills were found in higher numbers in animals exposed to 4NQO. IL-6
dosages did not statistically differ among groups.The combinations of exposure to
4NQO and periodontal inflammation do not affect IL-6 dosages and modulated the
expression of serum leucocytes.

Keywords: Interleukin 6. Periodontal disease. Tongue cancer. Leukocytes
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1 APRESENTAGAO

Estudos publicados recentemente tém sugerido uma possivel associagao ente
doenca periodontal e diversos tipos de cancer, incluindo cancer de lingua. No
entanto, até o momento poucos sao os estudos que conseguiram sanar algumas das
duvidas e curiosidades sobre o assunto. O presente trabalho de conclusao de curso
é parte de um projeto maior intitulado “Inter-relagcdo entre doenga periodontal e
cancer lingual induzido por 4-nitroquinolina 1-6xido (4ngo) em ratos Wistar®. Sao
apresentados os resultados das analises laboratoriais de contagens de leucécitos no
sangue e dosagens de interleucina-6 (IL-6). O trabalho é apresentado sob a forma
de artigo que, apds analise pela comissdo examinadora, sera traduzido e formatado
para o periodico Oral Oncology.



2 ARTIGO CENTIFICO

Analise de dosagens de Interleucina-6 (IL-6) e de leucdcitos em ratos Wistar
submetidos a indugao de cancer de lingua e doenga periodontal.

Introducgao

A Interleucina 6 (IL-6) € uma citocina pro-inflamatdria que pode ser
encontrada em tecidos e também em fluidos como sangue e saliva'. A produgéo de
IL-6 é controlada pelo fator nuclear-kB (NF -kB) que € um fator de transcricao que
regula a expresséo de varios genes envolvidos na imunidade inata e adaptativa, e
na inflamacéao. Assim, sao descritos efeitos nas respostas de estresse celular,
adesdo celular, apoptose, e proliferacdo?. Niveis elevados de IL-6 foram encontrados
em tecidos gengivais com doenca periodontal apds serem realizadas biopsias®. Ela é
encontrada em outras doencas incluindo inflamacdes crénicas, doencgas autoimunes
e em carcinomas de cabeca e pescogo'®. As concentragdes de IL-6 na saliva de
pacientes com carcinoma oral de células escamosas também apresentam niveis
elevados. **.

O cancer esta entre as principais doencas crénicas do mundo, e que podem
levar a ébito®. Entre todos os tipos, o cancer de boca é considerado como o sexto
em nivel de incidéncia e, entre os tipos de carcinoma oral, o epidermoide é
encontrado em aproximadamente 90% dos casos de cancer de boca®. Até o
presente momento sao conhecidos varios fatores de risco para o desenvolvimento
de cancer bucal, tais como: exposig¢ao ao fumo, consumo de alcool, infecgdes por
virus, fatores genéticos, fatores nutricionais e infecgdes bacterianas crénicas’. Alcool
e fumo sao fatores de risco bem estabelecidos e predominantes no desenvolvimento
de cancer. Dentre as novas hipéteses que vém sendo estudadas, a presenca de
infeccdes bucais que resultam em um processo inflamatério tem sido enfatizada,
pois pode causar uma atividade proliferatira nos tecidos bucais, resultando em
neoplasias, inclusive malignas. Entretanto, as evidéncias para essa relagao com
possivel causalidade ainda ndo estdo totalmente claras®.

As evidéncias na literatura que suportam a relacao entre doencga periodontal e
cancer bucal sdo crescentes®'®. Segundo uma revisdo de literatura associando o
cancer bucal com a doenca periodontal, as infecgdes bucais podem causar uma
transformacg&o maligna nos tecidos bucais®. O mecanismo proposto para o processo
envolvendo as infecgdes localizadas e cancer ocorre pela sequéncia a seguir: (a)
alteracgao fisioldgica do hospedeiro, como a inflamacgao, causada pelas bactérias; (b)
modificagao da linfoproliferagdo de antigenos pela influéncia da infecgéo; (c)
aumento da proliferacao de células epiteliais causado pelo desequilibrio hormonal;
(d) efeito direto na transformacao celular; (e) produgao de metabdlitos toxicos e
carcinogénicos pelas bactérias™.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar as dosagens de IL-6 e leucdcitos no
sangue de ratos Wistar expostos a indugdo doencga periodontal e cancer de lingua. A
hipétese em estudo € que a exposi¢céo a carcindgeno e desenvolvimento de
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neoplasia, assim como a presenca de inflamacao periodontal modulam a expressao
de IL-6 e de leucdcitos no sangue.

Materiais e Métodos

Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo,
controlado em modelo animal. O presente estudo segue as normas da Lei de
Procedimentos para Uso Cientifico de Animais Lei n® 11.794 (08.10.2008) e também
seguiu as normas da Declarag&o Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27
de janeiro de 1978), assim como das Orientacdes Eticas Internacionais para
Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais? (Council for International Organizations of
Medical Sciences - CIOMS). sendo aprovado pelo Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da UFRGS (protocolo n° 22959).

Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias de vida e peso médio de
250g. Os animais foram randomicamente divididos em 5 grupos:. Grupo Controle
(CT), o qual nao sofreu indugao de Doenga Periodontal nem de Cancer de Lingua;
Grupo Doenga Periodontal(DP), no qual os animais sofreram indu¢céo de Doenca
Periodontal através de ligadura por fio de sutura no segundo molar superior do lado
direito por 140 dias; Grupo Cancer de Lingua (CL), em que os animais sofreram
inducdo de cancer através do carcinégeno 4 Nitroquinolina 1 Oxido (4NQO) diluido
na agua dos animais em uma concentragado de 50ppm por 140 dias: Grupo Doenga
Periodontal + Cancer de Lingua (DP+CL), submetido inicialmente por 14 dias
somente a indugado a DP e apds indugdo de Céancer de Lingua por meio de
exposi¢cao ao 4NQO por 140 dias; Grupo Cancer de Lingua + Doenga Periodontal
(CL+DP), em que os animais sofreram inicialmente indugdo de Cancer pelo
carcinégeno 4NQO por 140 dias e ap6ds indugao de Doenga Periodontal por 14 dias.
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A Figura 1 demonstra o fluxograma de desenvolvimento do Experimento.

Obtencio dos Dia 0 Dia 14 Dia 140 Dia 154

anim ais
Alocacgdo e Inicio da exposicdo Indugdo de Obtencdo das
pesagem dos ao carcindgeno no Doenca amostras de
animais Grupo DP+CL Periodontal no lingua, maxilas

Grupo CL+DP sangue e

Inducdo de Doencga preparo dos
Periodontal por Grupos CL e CL+DP especimes
Meio de ligadura no deixam se ser
Grupo DP+CL expostos ao

Carcinégeno
Inicio da exposicdo
ao carcindgeno nos
Grupos CL e CL+DP

Figura 1- Desenho esquematico das diferentes fases do estudo

Grupo CT-(Controle) auséncia de indugédo de Doenca Periodontal e Cancer de lingua; Grupo
DP-(Doenca Periodontal) Indugao de Doenga Periodontal e auséncia de Indugéo de Cancer
de Lingua; Grupo CL-(Cancer de Lingua) Indu¢do de Céancer de Lingua; Grupo CL+DP-
(Céancer de Lingua + Doencga Periodontal) Indugao de Cancer de Lingua e Doencga
Periodontal;Grupo DP+CL-(Doencga Periodontal + Cancer de Lingua) Indugdo de Doenga
Periodontal e Cancer de Lingua.

Exposigao ao carcinégeno

O carcindgeno 4 Nitroquinolina 1 Oxido (4NQO) foi administrado em agua
filtrada em uma concentragao de 50ppm, através da diluicdo de 50mg do 4NQO em
po por litro de agua''#"3. As solugdes foram administradas e armazenadas
semanalmente em garrafas revestidas com isolamento para luz, devido a fotdlise
(segundo orientag¢des do fabricante). Os grupos expostos ao carcindégeno receberam
agua concentrada a 50ppm de 4NQO, com reposi¢ao da solugdo carcinogénica trés
vezes por semana. Tendo em vista que o 4NQO € um carcindégeno e que pode
causar riscos para seres humanos também, o mesmo foi manipulado segundo
orientagdes do fabricante, sendo assim minimizados os riscos de contato.

A inducao de cancer pelo carcinégeno 4NQO ocorreu por um periodo de 20
semanas, tempo esse para que ocorressem lesdes macroscopicas na lingua dos
animais'*?'23,




12

Indugao de Doenga Periodontal

A Doenca Periodontal foi induzida por meio de ligadura no segundo molar
superior do lado direito. A colocagao das ligaduras foi realizada sob anestesia geral,
com a supervisdo de um médico veterinario. Todos os animais que n&o receberam
ligadura também foram anestesiados nos mesmos momentos para assim diminuir o
viés de estresse. O anestésico utilizado foi Cloridrato de Cetamina 5% (80mg/kg)
administrado conjuntamente a um farmaco relaxante - Xilazina 2% (0,8mg/kQ).
Ambos foram utilizados em uma propor¢ao de 1:1 (mL). Uma concentragéo de 0,2
ml/100g de peso do animal dessa mistura foi administrada e aplicada por via intra-
periodontal. Na sequéncia, foi realizada a colocacgéo de ligaduras utilizando fio de
seda 4-0, com o auxilio de porta agulhas Castro Viejo e pingas. O fio ficou retido na
regiao cervical do segundo molar superior do lado direito, para que assim, pudesse
ocorrer o acumulo de placa bacteriana e ocorréncia de Doenca Periodontal. A
colocagao das ligaduras seguiu a metodologia publicada por Galvao et al.™ e Sallay
et al.* A presenca das ligaduras nos animais foi verificada semanalmente e, em
caso de perda, a mesma foi recolocada.

Morte dos Animais e Obtencao das Pecas Maxilares

Os animais foram mortos apés 20 semanas do inicio do experimento,
conforme demonstrado na Figura 1. A morte dos animais ocorreu por decapitagao,
24 depois das ultimas avaliagdes in vivo com um periodo de 12 horas de jejum. Esse
meétodo foi utilizado com o intuito de fazer uma coleta maior de sangue para analises
do projeto. As maxilas foram removidas com uso de cinzéis, armazenadas em
formalina tamponada 10%, sendo todos dos grupos devidamente separados e
etiquetados conforme numero do animal e grupo de identificagdo. A mucosa na
regiao palatina foi removida com uso de Iaminas de bisturi 15¢c e com o auxilio de
descoladores micro freer, sendo as pecas armazenadas As maxilas foram imersas
em hipoclorito de sédio 9% por 5 horas para remogao posterior de tecidos moles
com uso de cinzéis. O sangue coletado foi armazenado em frascos tipo eppendorf
de 1,5mL, para posterior analise das dosagens sorolédgicas de IL-6. Uma parte do
sangue também foi colocada em laminas de esfregago sanguineo.

Coleta de Sangue

A coleta de sangue ocorreu no momento da decapitagao dos animais, sendo o
sangue armazenado em frascos tipo eppendorf com capacidade a 1,5mL de
armazenamento. As amostras de sangue foram centrifugadas (4°C, 3.200 xg, 10
min) o soro foi conservado em nitrogénio liquido a -80°C até o momento da analise.
A dosagem de IL-6 no soro foi realizada pelo método ELISA™. A analise do sangue
ocorreu por alteragcao de absorbancia de comprimento de onda 450nm, com
corregéo para 560nm, sendo usado para isso um leitor de ELISA (xMark Microplate
Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad, Hercules, CA).
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Esfregago Sanguineo

No momento da coleta de sangue, foram realizadas as laminas de esfregago
sanguineo, as quais foram secas e coradas com corante hematolégico Pandtico. A
contagem dos leucocitos se deu por um examinador cego e calibrado, utilizando-se
microscoépio binocular Olympus Optical modelo CH30RF100, no aumento 400x.
Foram observadas as 200 primeiras células inflamatérias de cada lamina.

Analise dos Dados

Todas as analises do presente estudo foram realizadas em 5 animais por grupo,
randomicamente selecionados por sorteio do total de amostras disponiveis . A
normalidade dos dados de cada um dos parametros avaliados foi testada por meio
do teste de Shapiro Wilk. Foram geradas médias e desvio padrao para os dados
com distribuicdo normal e mediana e intervalo interquartil para os dados
assimétricos. Todos os dados de contagens de células apresentaram distribuigao
normal foram analisados por meio de ANOVA seguida do teste de multiplas
comparacgdes de Bonferroni. Quando a normalidade foi testada para IL-6 nao foi
observada distribuicdo normal e a mesma foi analisada por meio do teste de
Kruskall-Wallis. Todos os dados foram avaliados em software estatistico (Stata,
College Station, TX) e o nivel de significancia estabelecido foi de 0.05.

Resultados

Todos os animais dos grupos expostos ao 4NQO desenvolveram lesdes
neoplasicas macroscopicamente detectaveis na lingua. (dados incluidos em um
trabalho adicional) Da mesma forma, os lados com ligadura dos animais submetidos
a inducao de destruicdo periodontal apresentaram-se significativamente com
maiores graus de perda 0ssea alveolar (dados incluidos em um trabalho adicional).

Os dados obtidos das analises do presente estudo estdo demonstrados nas
Figuras 2 a 5. A Figura 2 demonstra a dosagem de IL-6 no soro no final do periodo
experimental. Foi verificada uma grande variabilidade nas contagens de IL-6
especialmente no grupo CL (Cancer de Lingua somente), mas nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais.



Figura 2. Niveis séricos de IL-6 no soro dos animais de acordo com os grupos experimentais ao
final do periodo experimental.
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Os resultados referentes a contagem de linfécitos sdo demonstrados na
Figura 3. Observa-se que o grupo CL (exposto somente ao carcindgeno) foi o que
apresentou menores contagens de linfécitos quando comparado os demais grupos
experimentais. No entanto diferengas estatisticamente significativas foram
observadas somente quando comparado o grupo CL com os grupos CT e DP.
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Figura 3. Contagem média de linfécitos por unidade de area de acordo com os
Grupos experimentais.
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Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
expenmentais
ANOVA -Bonferroni

Na Figura 4, verifica-se a contagem de neutréfilos dos animais participantes do
estudo. Observa-se que a exposi¢céo ao carcindégeno (grupos CL, CL+DP e DP+CL)
gerou maiores contagens de polimorfonucleares neutrofilos. Diferengas
estatisticamente significativas foram observadas entre o grupo que recebeu a
indugcado de doenga periodontal (DP) e o grupo que recebeu indugdo de cancer
lingual apenas (CL). Também observou-se diferencga estatisticamente significativa
entre o grupo DP e aquele em que foi induzido primeiramente o cancer lingual
seguido da doenca periodontal (CL+DP).



Figrua 4. Contagem meédia de neutrdfilos por unidade de drea de acordo com os grupos
experimentais.
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As contagens de mondcitos sao apresentadas na Figura 5. Verifica-se que a unica
diferenga estatisticamente significativa foi verificada entre os grupos CL e CL+DP.

16
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Figura 5. Contagem média de mondcitos por unidade de drea de acordo com os grupos
experimentais.
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Discussao

O presente estudo objetivou analisar dosagens de IL-6 e de leucécitos de ratos
oriundos de um estudo que analisou o efeito da exposi¢do a um carcinégeno
(4NQO) e a indugao de doenga periodontal em diferentes combinag¢des. Tendo em
vista condic¢des logisticas e de recursos, amostras de 5 ratos por grupo foram
utilizadas. A escolha dos animais a serem incluidos nesta analise se deu por sorteio.
Essa abordagem baseia-se em estudos prévios que tém utilizado numeros
semelhantes por animal e tém conseguido demonstrar consistentemente seus
resultados em termos de parametros semelhantes?.

A interpretacédo dos achados desse experimento demanda um olhar para a literatura
para que se possa analisa-los em perspectiva. Primeiramente, é importante ressaltar
que tanto patogénese de doenga periodontal como desenvolvimento experimental de
lesdes neoplasicas demandam modelos animais para que a construgao do
conhecimento. Ratos Wistar tém sido utilizados tanto em estudos versando sobre
patogénese de doenca periodontal quanto de cancer®'®. Esse modelo animal guarda
semelhangas anatdmicas e de metabolismo com seres humanos, o que infere
potencial translacional. A utilizagdo de animais tem forte justificativa em aspectos
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éticos, uma vez que o desenvolvimento de neoplasias e de doencas destrutivas
como as periodontais ndo pode ser realizado experimentalmente em humanos.
Ambos os modelos utilizados tém sido amplamente utilizados na literatura. O 4NQO
€ um carcinégeno efetivo em gerar desenvolvimento de cancer de boca e em outras
partes do organismo. Estudos demonstram que a exposigdo ao 4NQO em tempos
similares ao do presente estudo € capaz de gerar lesdes neoplasicas, incluindo a
lingua#4. Os resultados clinicos de avaliagdo macroscopica confirmaram essa
informacao, uma vez que todos os animais expostos ao 4NQO desenvolveram
alteracdes neoplasicas. No que se refere a indugao de doenga periodontal, estudos
demonstram que a colocagao de ligaduras com o objetivo de acumular biofilme é
efetiva em promover destruicao periodontal’®. Os resultados de destruicao
periodontal medidos por morfometria também confirmam a efetividade do método,
uma vez que 0s grupos experimentais expostos a ligadura, apresentaram médias de
destruicao periodontal com diferencas estatisticamente significativas em relacéo aos
grupos nao expostos. O presente estudo tomou como cuidado o tempo
experimental. Assim, a exposi¢cao ao carcindégeno se deu por 140 dias, considerado
suficiente para o desenvolvimento de neoplasia’. Da mesma forma, a exposicao a
ligaduras se deu por pelo menos 14 dias, também suficiente para o desenvolvimento
de destruigdo periodontal®.

E importante destacar que para incrementar a validade interna do presente
estudo, principios contemporaneos de pesquisa foram utilizados. A distribuicdo dos
grupos, assim como a sele¢cao dos animais para a presente analise foram feitas a
partir de estratégia de randomizacéo (sorteio), minimizando viés de selegédo. Nas
analises clinicas, cegamento e reprodutibilidade dos resultados foram também
utilizados, minimizando vieses de afericdo. Também, para a presente analise, o
cegamento do processo de analise de IL-6 e de leucdcitos foi utilizado, uma vez que
o operador desconhecia a distribuicdo amostral®?’. A concepgéo do presente
estudo baseia-se nas evidéncias de associagao entre doenga periodontal e
cancer®'®, assim como no possivel papel da inflamag&o no desenvolvimento de
neoplasias®. No presente estudo, utilizou-se a destruigdo periodontal como um
indicador da presenca de inflamagao. Sabe-se que o processo inflamatério
periodontal é capaz de gerar inflamagcéo local e sistémica®®, tendo potencial de
contribuir para o desenvolvimento de neoplasias. Os parametros utilizados no
presente estudo (IL-6 e leucécitos sabidamente sado alterados durante o
desenvolvimento da doenca periodontal®*°.

Nesse sentido, o presente estudo valeu-se de 5 grupos: o grupo controle
objetivou ser a referéncia para comparagdo com os demais grupos, uma vez que
nao houve exposig¢ao a agentes morbigenos externos; o grupo DP foi utilizado para
que os efeitos exclusivos da presenca de inflamacéo periodontal fossem
observados, permitindo comparagdes com os eventuais efeitos adicionais da
exposic¢ao a carcinégeno; o grupo CL teve por meta avaliar as alteragdes oriundas
exclusivamente da exposicédo ao carcindgeno; o grupo CL+DP intencionou verificar
eventuais efeitos da presenga de inflamagéo periodontal em animais que ja
apresentavam lesdes neoplasicas na lingua; o grupo DP + CL procurou determinar
se a presenca de inflamacao periodontal modularia o desenvolvimento de cancer.
Assim, a analise da IL-6 e dos leucécitos utilizada neste experimento tem por base
as premissas clinicas da distribuigdo dos grupos. Nesse sentido, séo utilizadas no
presente estudo como forma de procurar compreender alguns mecanismos de
plausibilidade bioldgica da associagéo entre doenga periodontal e cancer.
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Os resultados do presente estudo demonstraram aspectos interessantes que
podem servir para a compreensao de importantes aspectos da relagcéo entre doenca
periodontal e cancer. Primeiramente a IL-6 foi escolhida como uma citocina pré-
inflamatdria que também tem sido utilizada como um biomarcador em estudos de
carcinogénese e em recidivas de cancer®=2. Assim, teria potencial de elucidar parte
do processo carcinogénico na presencga de doenga periodontal. Entretanto, os
resultados encontrados no presente estudo n&o conseguiram demonstrar dosagens
que apresentassem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Esse
fato ndo sepulta a questdo uma vez que sabidamente as analises de citocinas
apresentam grande variabilidade em diferentes estudos'®*®. Essa variabilidade foi
maior no grupo exposto somente ao carcinégeno (CL). O incremento de numero de
animais poderia minimizar tal efeito, entretanto os calculo apontam para
necessidades de grupos extremamente amplos de animais, por exemplo com mais
de 30 animais por grupo, o que esta em desacordo com o principio ético de redugao
de numero de animais em estudos*’. A analise dos leucécitos apresentou
resultados desafiadores no que se refere a sua interpretagao. Em relacao a
contagens de linfécitos, os grupos expostos ao carcinégeno apresentaram menores
valores médios. Entretanto, a presenga concomitante de inflamacéao periodontal
aproxima estes resultados dos grupos nao expostos ao 4NQO. Esse padrao poderia
estar relacionado com o fato de que a doencga periodontal configura-se como uma
inflamacéo crénica, que tem nos linfécitos células importantes de defesa, presentes
na fase cronica da inflamag&o®. Assim, a presenga de doenca periodontal
potencialmente modifica o efeito da exposi¢ao isolada ao carcinbgeno em termos de
linfocitos. Isso € suportado pelo fato de que o sistema imunitario € importante para a
eliminacado de células cancerosas. Adicionalmente, tumores e também carcinoma de
células escamosas na cavidade oral sdo capazes de escapar da detecgao das
células imunitarias do hospedeiro por deplecao da apoptose de linfocitos infiltrantes
de tumor. A diminuicao de linfécitos circulantes em pacientes com tumores foi
correlacionada com a diminui¢éo de linfécitos infiltrantes de tumor, que foram
associados com o aumento da detecgdo de apoptose no tecido tumoral®.

No que se refere a contagem de neutrofilos, o grupo exposto somente a
inducao de doenga periodontal foi 0 que apresentou as menores contagens,
inclusive que em relagédo ao grupo controle. Levanta-se como hipotese o fato de que
o neutrofilo € o elemento celular vinculado a inicio de inflamacéao (aguda) e a
inflamacao periodontal tem perfil crénico. Além disso, sabe-se que o perfil de
neutrdéfilos tem grande importancia no desenvolvimento de doenca periodontal
destrutiva tendo em vista que, os neutrdéfilos fazem parte da primeira linha de defesa
em relacao a doenga periodontal, € natural que no decorrer da evolugao da mesma,
a qual tem carater croénico, a contagem de neutréfilos seja menor.*® No entanto, o
motivo da maior contagem de neutréfilos no grupos controle ainda é desconhecido.
E comum que se encontre niveis altos de leucécitos em pacientes portadores de
algum tipo de cancer, tendo em vista que, a neutrofilia é relacionada com possivel
surgimento de neoplasia. Assim, a contagem alta de neutréfilos seria esperada nos
grupos que sofreram indugéo ao carcinogeno 4NQO?¥.

Os mondcitos apresentaram um padrao variavel com diferenca
estatisticamente significativa encontrada entre os grupos CL e CL+DP. Supbe-se
que a indugéo de doencga periodontal em areas ja com neoplasias diminui 0 numero
de mondcitos presentes. Em alguns casos de doenca periodontal ja foi observada a
diminui¢cao dos niveis de fagocitose que ocorrem por mondcitos, ainda ndo se tem
uma resposta para isso®. No entanto, surgem algumas hipoteses, e é sabido que
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muitos patdgenos periodontais desenvolvem estratégias especificas para subverter
os mecanismos de fagocitose®. Outra possivel hipotese seria de que, por exemplo,
o Aggregatibacter actinomycetemcomitans que € uma bactéria encontrada na
doenca periodontal, poderia modular a resposta de mondcitos através de sua
toxicidade*®. A mesma também tem mecanismos capazes de controlar a fagocitose,
tal como a inibicdo de quimiotaxia e imunossupressora de fatores citotdxicos que
inibem tanto a resposta imune inespecifica como a resposta imune especifica, bem
como a proliferacao de fibroblastos*'. Carcinomas de boca promovem a ativagao de
fatores de transcrigao e assim ocorrendo a secrecao espontanea de quimiocinas e
citocinas. Dentro dessas citocinas a IL-8 parece ativar a liberagdo angiogénica de
mondcitos dentro do micro ambiente tumoral através da via de ativagdo mitogénio
proteina quinase*.

Os achados do presente estudo permitem concluir que as combinagdes de
exposi¢des a carcindgeno e inflamagao periodontal ndo afetam dosagens de IL-6 e
modulam a expressao de leucdcitos sanguineos, podendo, pelo menos em parte,
explicar aspectos etiopatogénicos comuns ou sinérgicos nessa interagao. A
continuidade de estudos na tematica é mandatoria.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo foi realizado em ratos Wistar, procurando contribuir com o
conhecimento etiopatogénico da relagdo entre doenga periodontal e cancer bucal.
Trata-se de um estudo que tem potencial de gerar hipéteses a respeito do papel da
IL-6 e de células inflamatérias nesse contexto.

Assim, observou-se que ha modulagdo da expressado da IL-6 e das células
inflamatorias com as diferentes interagbes experimentais entre cancer de lingua e
doenca periodontal. Nesse sentido, uma lacuna na literatura permanece, com
espago para novos experimentos procurando elucidar eventuais papeis sinérgicos
entre a patogénese das duas doengas. No momento, parece que o perfil inflamatoério
pode ser um suscitador de uma resposta neoplasica mais exacerbada.
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