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RESUMO

Estudos publicados recentemente tém sugerido uma possivel associacao entre cancer e
doencga periodontal. A avaliagdo do impacto da doenca periodontal sobre a patogénese
de cancer de lingua ndo foi estudada até o presente momento. Para tanto, o objetivo
deste trabalho foi analisar o efeito da presenca de doenca periodontal induzida por
ligadura e o desenvolvimento experimental de cancer de lingua pelo carcindgeno 4-
nitroquinolina 1-6xido (4NQO) em ratos Wistar. Foram utilizados 72 ratos machos
Wistar com 60 dias de idade distribuidos em trés grupos experimentais: Grupo 4NQO,
no qual os animais foram expostos ao uma solucéo de 50 ppm do carcindégeno por 140
dias; Grupo Ligadura+4NQO, no qual foi induzida a doenca periodontal por meio de
ligadura no segundo molar superior direito por 14 dias e, apds, exposicdo ao 4NQO por
mais 140 dias; Grupo 4NQO+Ligadura, no qual os animais foram expostos ao 4NQO
por 140 dias, apds os quais doenca periodontal foi induzida por ligadura durante 14
dias. O peso dos animais foi monitorado ao longo do estudo. Os animais foram mortos
ao final do experimento e as pecas maxilares e linguas foram analisadas em relacdo a
perda Gssea alveolar e lesGes histopatoldgicas. Cinquenta e seis animais completaram o
estudo. Nao houve diferencas estatisticamente significativas na perda 6ssea alveolar no
lado que ndo recebeu colocacdo de ligaduras; no lado com ligaduras houve uma maior
perda éssea nos grupos a elas expostos. Observou-se uma menor ocorréncia de
carcinoma bem diferenciado nos animais que apresentavam, desde o inicio da exposicao
ao carcindgeno, a presenca de inflamacdo periodontal (p<0,05). Conclui-se que a
presenca de inflamacdo periodontal parece ter potencial de modular o processo de

carcinogénese.

Palavras-chave: cancer de lingua, doenca periodontal, ratos, 4NQO.



ABSTRACT

Recent studies have suggested a possible association between cancer and periodontal
disease. The evaluation of the impact of periodontal disease on the pathogenesis of
tongue cancer has not been studied up to the present moment. Therefore, the objective
of this study was to analyze the effect of the presence of ligature induced periodontal
disease on the experimental development of tongue cancer by the carcinogen 4-
Nitroguinoline 1-Oxide (4NQO) in Wistar rats. Seventy-two 60-day-old male Wistar
rats were distributed in three experimental groups: Group 4NQO, in which animals were
exposed to a 50 ppm solution of the carcinogen for 140 days; Group Ligature+4NQO, in
which the periodontal disease was induced by ligature in the second upper molar for 14
days and, after, the exposition to 4NQO for more 140 days; Group 4NQO+Ligature, in
which the animals were exposed to 4NQO for 140 days, and, after, periodontal disease
was induced for 14 days. Weight of the animals was monitored during the whole study.
Animals were sacrificed at the end of the experiment and the maxillary specimens and
the tongues were analyzed in relation to alveolar bone loss and histopathological
alterations. Fifty-six animals completed the study. No statistically significant difference
was observed in the sides without ligatures; a higher degree of bone loss was observed
in the side that received ligature. There was a lower occurrence of well-differentiated
squamous cell carcinoma in the animals that presented, from the beginning of the
exposition to the carcinogen, the presence of periodontal inflammation (p<0,05). It may
be concluded that the presence of periodontal inflammation seems to be a potential

modulator of the carcinogenic process.

Keywords: tongue cancer, periodontal disease, rats, 4NQO.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo teve como foco de estudo a inter-relacdo entre o cancer
oral e a patogénese da doenca periodontal. Para isso, foi realizado um protocolo de
inducdo de carcinogénese lingual com a utilizagdo do carcinégeno 4-nitroquinolina 1-
oxido (4NQO) e inducdo de doenca periodontal destrutiva, por meio da técnica de
ligadura, em modelo experimental (ratos Wistar). Esta dissertacdo faz parte de um
amplo projeto desenvolvido pelo grupo de pesquisa onde experimentos paralelos e
complementares estdo sendo conduzidos. O financiamento deste estudo aqui
apresentado esteve sob a responsabilidade do edital Programa de Cooperagédo
Académica (PROCAD NF-2008 CAPES).
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA
1.1 CANCER BUCAL

Cancer é uma das quatro principais doencas cronicas responsaveis pelo maior
namero de mortes no mundo (PETERSEN e BAEHNI, 2012). Dentre todos os tipos de
cancer, o cancer bucal é considerado o sexto tipo mais comum em humanos, sendo o
carcinoma epidermoide com a maior prevaléncia e representa cerca de 90% das
malignidades bucais (SILVERMAN, 2001). Acredita-se que se tenha mais de 300 mil
casos de carcinoma epidermoide a cada ano no mundo e uma taxa de mortalidade de
50% em cinco anos (WARNAKULASURIYA, 2009; RIVERA, 2012). Este mau
prognostico se da pelo fato de o diagndstico ser feito em um estadgio muito avancado,

pois muitas vezes o cancer bucal se apresenta assintomatico (LAMBERT et al., 2011).

No Brasil, a incidéncia do cancer bucal ocupa a quinta posicdo para homens
(estimativa de 9.990 novos casos para 2012) e a sétima posicdo para mulheres
(estimativa de 4.180 novos casos para 2012) com a neoplasia maligna mais incidente
sendo o carcinoma epidermdide (BRASIL, 2013). As localizacbes mais frequentes
relacionadas ao carcinoma epidermoide bucal sdo a lingua, seguido pelo assoalho bucal
e o labio inferior (BRENER, 2007).

As péssimas estatisticas de incidéncia de cancer de boca e de sua sobrevivéncia
mantiveram-se praticamente inalteradas ao longo das ultimas trés décadas, apesar do
maior acesso ao exame da cavidade bucal, de esforgcos diretos de prevencdo contra
fatores de risco e dos avancos do tratamento e do diagnostico. Esses avangos suscitam
que novas abordagens devem ser propostas para mudar este quadro (GONDIVKAR et
al., 2013). Por estes motivos, o cancer bucal foi considerado recentemente como uma
das prioridades de a¢des pela Organizacao Mundial da Satude (PETERSEN, 2009).

Ja existem varios fatores de risco identificados para o surgimento de cancer
bucal como o fumo, alcool, infec¢Bes virais, fatores nutricionais, fatores genéticos e
também por infeccBes bacterianas cronicas (SCULLY, 2011). Alcool e fumo ja estdo
estabelecidos como os fatores de risco predominantes, mas uma das novas hipoteses que
vem sendo estudada € que as infecgdes bucais resultam em um processo inflamatorio e

podem causar uma transformacdo maligna nos tecidos bucais e de outros 6rgéos, mas
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ainda as evidéncias cientificas ndo estdo totalmente claras para explicar este fenémeno
(MEURMAN e BASCONES-MARTINEZ, 2011).

Estima-se que a infecgédo cronica e a inflamacgdo desempenham um papel de 15 a
20% de todas as malignidades e que os causadores para esta transformacdo maligna dos
tecidos sdo 0s eventos genéticos, os leucdcitos infiltrativos tumorais e 0s principais
reguladores da inflamacédo do cancer (ALLAVENA et al., 2008). Em geral, a associacao
entre o cancer, as infecgBes cronicas e o processo de inflamagdo é caracterizada pela
alta prevaléncia nas populagdes, persisténcia no hospedeiro e um longo periodo de
laténcia antes do cancer estar estabelecido (MEURMAN e BASCONES-MARTINEZ,
2011).

1.2 DOENCA PERIODONTAL

A doenga periodontal tem uma alta prevaléncia na populagdo mundial e
representa uma das duas doengas bucais mais importantes que contribuem para a carga
global de doencas crénicas. (PETERSEN e OGAWA, 2005). Acredita-se que a doenca
periodontal afeta em torno de 40 a 50% da populacdo adulta no mundo, aumentando
com o avancar da idade dos individuos. Além disso, estima-se que as formas mais
graves da doenga periodontal atinjam uma prevaléncia de aproximadamente 10% da
populacdo em paises desenvolvidos (HUGOSON e NORDERYD, 2008).

Recentemente um estudo epidemiolégico com pacientes idosos realizado no sul
do Brasil relatou uma prevaléncia de 79% de periodontite sendo que, nessa populacéo,
94,1% dos pacientes e 60,5% dos dentes apresentaram uma perda de insercdo maior que
cinco milimetros, o que significa que uma grande parte desta populacdo teve doenca
periodontal grave. Além disso, somente 8,5% desses individuos possuiam mais de 20
dentes e 39,5% eram edéntulos totais (GAIO et al., 2012). Do mesmo levantamento, foi
verificado que adultos com idade entre 40 a 49 e acima de 50 anos tiveram 3 e 6 vezes
mais chances de perda de insercdo moderada (acima de cinco milimetros), e, 7 e 25
vezes mais chances de perda de insercdo severa (acima de sete milimetros),
respectivamente, quando comparado a pacientes com idade entre 30 a 39 anos (SUSIN
etal., 2004).
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As doencas periodontais sdo caracterizadas pela infec¢do cronica por bactérias
bucais que resulta em uma inflamagdo das gengivas e pode avancar para uma destruicao
gradual do tecidos periodontais e do osso alveolar que suporta o dente (MICHAUD et
al.,, 2008). Assim, gengivite e periodontite sdo os grandes grupos de doencas

periodontais.

A primeira forma de manifestacdo da doenca periodontal é a gengivite, que
refere-se & inflamacédo dos tecidos gengivais sem sinais de perda dos tecidos de suporte
(afeta cerca de 90% da populagdo mundial) e a segunda € a periodontite que caracteriza-
se pela inflamacdo dos tecidos de sustentacdo e pode progredir e causar danos
irreparaveis como a perda de insercdo e de tecido 0sseo (PIHLSTROM,
MICHALOWICZ, JOHNSON, 2005). Vale lembrar que a infeccdo bacteriana ndo é o
suficiente para induzir a iniciagdo ou a progressdo da doenca periodontal, pois os fatores
derivados das bactérias estimulam uma resposta inflamatoria local e ativacdo do sistema
imune inato e faz com que cada hospedeiro responda diferente, sendo uns mais e outros
menos suscetiveis a doenca (TABA, SOUZA, MARIGUELA, 2012).

H& um interesse crescente nos Gltimos anos em interligar a doenca periodontal
como um fator de risco independente para um ndmero significativo de doencas
sistémicas o que trouxe uma mudangca na l6gica sobre causalidade e a direcionalidade de
associacfes bucais e sistémicas (ERDEMIR, NALCACI, CAGLAYAN, 2008). Essa
ligacdo pode se dar através de periodontopatdgenos e pela inflamacdo periodontal pela
dindmica do periodonto e suas substancias inflamatérias na circulacdo, alteracdes
hormonais e mecanismos de resposta imune (GULATI et al., 2013). Por exemplo, as
bactérias da doenca periodontal estimulam a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
e/lou proteinas em fase aguda em algum lugar distante, 0 que poderia iniciar ou
intensificar um processo de doenca, sendo que estas bactérias também podem circular
para outras mucosas, causando infeccédo e inflamagéo nestes locais (SCANNAPIECO,
2005).

Vérias sdo as doencas sistémicas que tem indicios para uma associagdo com a
doenga periodontal como a doenga cardiovascular, doenca cerebrovascular, diabetes,
partos prematuros, pré-eclampsia, infecces respiratorias, osteoporose, cancer, artrite
reumatoide, disfuncdo erétil, doenca de Alzheimer, doenca gastrointestinal, prostatite e
doencas renais (GULATI et al., 2013). Entretanto, muitas destas associagdes ja estdo
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bem estabelecidas e outras ainda necessitam de maiores investigagdes para se confirmar

a verdadeira relacéo entre elas.

1.3 RELACAO ENTRE DOENCA PERIODONTAL E CANCER BUCAL

As evidéncias na literatura que suportam uma possivel relacdo entre doenca
periodontal e cancer bucal sdo crescentes (Quadro 1). Grande parte das evidéncias
apresenta como parametro de doenca periodontal a perda dentéria o que seria um fator
confundente, pois a perda dentéria pode se dar além da doenca periodontal como por
exemplo, por carie e por trauma (FITZPATRICK e KATZ, 2010). Entretanto, na
literatura se encontram também estudos bem conduzidos e que ndo utilizam perda
dentéria como parametro periodontal, mas, sim, a verificacdo de experiéncia de perda
tecidual periodontal. Nesses estudos, quando o diagndstico periodontal é realizado
através de radiografias e exames clinicos, observa-se que existe um aumento de cinco
vezes a mais do risco de cancer de lingua para cada milimetro de perda éssea alveolar e,
clinicamente, quatro vezes a mais quando se tem uma perda de inser¢do clinica acima
de 1,5 mm. (TEZAL, GROSSI, GENCO, 2005; TEZAL et al., 2009)

O Quadro 1 resume os principais estudos publicados até 0 momento a respeito

da possivel interrelacdo entre doenca periodontal e cancer bucal.
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Quadro 1 Resumo dos estudos de associacdo entre doenca periodontal e cancer bucal de acordo com a ordem cronoldgica de publicacéo

Populagao Tipo de Diagndstico de Critério para Doenca Principais Achados Ajuste para Fatores
Estudo Céncer Bucal Periodontal
Zheng 404 Caso-controle Cancer bucal Perda dentéria Aumento significativo de risco de cancer bucal com aumento do Fumo e alcool
pacientes numero de dentes perdidos (mais de 15 dentes perdidos, OR 5,3 para
etal. homens e OR 7,3 para mulheres).
1990
China
Marshall 290 Caso-controle Diagnostico de Perda dentaria Aumento significativo de cancer bucal (OR 2,7) com perdas de 11 ou Fumo e alcool.
pacientes cancer em registros mais dentes.
etal. patol6gicos
1992
Estados Unidos
Bundgaard 161 Caso-controle carcinoma Perda dentéria
pacientes epidermdide em
etal. com mucosa jugal,
carcinoma gengiva, palato
1994 epidermdide duro, lingua, regiao
. bucal retromolar e T ) . . . , .
Dinamarca assoalho de boca Aumento significativo o risco de carcinoma epidermoide em Fumo, alcool, condicoes
400 pacientes com menos de 15 dentes quando ajustado para tabaco e dentarias, estado civil e
pacientes alcool (OR 2,4). residéncia

controle
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Talamini 280 Caso-controle Casos de cancer Perda dssea alveolar Né&o houve aumento significativo de risco de cancer bucal Fumo e alcool
pacientes bucal e de relacionado a perda de 16 ou mais dentes, contudo, condicéo precaria
etal. orofaringe em 3 bucal foi associada (OR 4,5), mesmo ap6s ajuste para alcool e fumo.
hospitais do
2000 nordeste da Italia
Italia
Fumo, alcool , variaveis
socio-demograficas e dieta
Fernandez — 200 casos de  Caso-controle Cancer bucal e de Perda dentéria Aumento significativo de cancer bucal (OR 2,7) em pacientes com
Garroteetal.  cancer bucal orofaringe perda de 16 ou mais dentes, apds ajuste para fumo e consumo de
e orofaringe alcool.
2001 e 200
controles
Cuba
Hujoel 11328 Longitudinal Mortalidade de Indice de Russel Aumento significativo de risco para cancer pulmonar (OR 1,48), sem Fatores de risco para
adultos cancer aumento significativo de risco para outros tipos de cancer, incluindo cancer pulmonar, género
etal. cancer bucal. e idade.
25-74 anos
2003
Estados Unidos
Rosenquist 132 casos de  Caso-controle Estagios de Perda dentéria Aumento significativo o risco de ter carcinoma para higienizagéo Fumao, élcool , idade,
tumores carcinoma razoavel (OR 2) e pobre (OR 5,3) alcool e para perda de mais de 20  género, condi¢des e nimero
etal. epiderméide de | a  Radiografias panoramicas e dentes (OR 3,4) ap6s ajuste para fumo e alcool de dentes e educagéo
320 IV de lingua, periapicais para a perda
2005 controles assoalho de boca, da Ossea horizontal e Houve aumento de risco para perda 6ssea radiogréfica, mas néo
cavidade bucal e angulares quando ajustado para fatores.
Suécia ;
orofaringe




17

Tezal

etal.

2005

Estados Unidos

Guha

et al.

2007

Brasil

Tezal

et al.

2007

Estados Unidos

Rezende

et al.

2008

Brasil

131 pacientes

com tumor e

323 pacientes
com lesdes pré-
cancerigenas de
13798 pacientes

924 casos de
cancer bucal e
orofaringeo e
928 controles na
Europa; 2286
casos e 1824
controles na
América Latina

51 pacientes
com carcinoma
epidermdide de

lingua

54 pacientes
controle

50 pacientes
com carcinoma
epidermdide de

origem
orofaringeo 50
pacientes
controle

Coorte

Caso-
controle

Caso-
controle

Caso-
controle

Tumor

Lesoes pré-
cancerigenas

Lesdes bucais em
tecido mole

Cancer bucal e de
orofaringe

Carcinoma
epidermdide de
lingua

Cancer bucal e de
orofaringe

Severidade da doenca
periodontal através da
perda de inser¢do PI > 1,5
mm

Condigao dental ao exame
(boa, regular, pobre)
aferida por presenca de
calculo, sangramento,
irritacdo da mucosa e
presenca de cérie. Perda
dentéria

Perda dssea alveolar
através de radiografias
panoramicas (em mm)

CPle CPOD

Aumento significativo de se ter tumor bucal (OR 4,57) e lesdes pré-
cancerigenas (OR 1,55) com PI 1,5 mm em ndo fumantes.

Condicao bucal pobre significou aumento de risco para cancer de
cabeca e pescoco (OR 2,89 na Europa e OR 1,89 na América Latina).
Doenca periodontal (indicada pela pobre condi¢do de satde bucal e
perda de dentes) e uso diario de colutério podem ser fatores
independentes associados ao cancer de cabega, pescoco e esofago.

Aumento significativo do risco de carcinoma epidermdide de lingua
para cada milimetro de perda dssea alveolar (OR 5,23) quando
ajustado para fumo, nimero de dentes e idade.

76% dos individuos do grupo com cancer apresentaram PS > 6mm
comparados a 10% do grupo controle. Nao houve calculo de razédo de
risco (OR), e ndo houve associagcdo com DMFT.

Idade, género, nimero de
dentes, etnia/raca, educacéo,
fumo e alcool

Fumo e alcool

Fumo, numero de dentes,

idade, condicdes dentéria e

etnia/raga
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Hiraki
etal.
2008

Japéo

Michaud
et al.
2008

Estados Unidos

Tezal
etal.
2009

Estados Unidos

429 pacientes
com cancer de
cabeca e
pescogo de 5240
pacientes com
cancer

10.480 controles

48328 pacientes

473 pacientes

Caso-
controle

Coorte

Entre 1986
e 2004

Caso-
controle

Cancer de cabega e
pescoco

Casos de cancer
orofaringeo

Pacientes
diagnosticados no
Rosswel Park
Center Institute
(1999-2005)

Perda dentaria

Pacientes reportaram
histéria de doenga
periodontal (validadas por
afericéo de perda 6ssea
radiogréfica) e perda
dentéria.

Perda 6ssea alveolar
analisada em radiografias
panoramicas

Aumento significativo para cancer de cabeca e pescogo para o
numero reduzido de dentes (OR 1,68 para desdentados) ap6s ajuste
para fumo e alcool.

Ndo houve aumento significativo de risco de cancer orofaringeo
relacionado ao histérico de doenca periodontal ou perda dentaria.

Cada mm de perda 6ssea alveolar associado com aumento de risco de
cancer de cabeca e pescoco (OR 4,36), sendo o poder de associagéo
maior para a cavidade bucal, mesmo ajustado para uso de tabaco e
alcool. Pacientes com periodontite apresentavam menor
diferenciacdo de lesdes ulceradas de cancer. A periodontite cronica é
um fator de risco independente para cancer de cabeca e pescoco e 0
fumo modifica essa associacao.

Fumo, alcool, nimero de
dentes, dieta, género e
idade

Fumo, élcool, idade, tempo,
etnia, indice de massa
corporal, atividade fisica,
histdrico de diabetes, regido
geogréfica, altura, escore de
vitamina D e consumo de
calcio, vegetais, carne
vermelha, frutas e calorias
totais.

Fumo, alcool, idade,
género, raca/etnia, estado
civil e nimero de dentes.
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Sharma 20 pacientes
com leucoplasia
etal. e periodontite
pré-existente
2011
o 20 pacientes
India com
periodontite e
sem leucoplasia
20 controles
Ahn 12505
pacientes, sendo
etal. 7852 com
resposta imune
2012 de g G da
Porph
Estados Unidos orp y_rom_oas
Gingivalis
Casos - 25
pacientes com
Maruyama concentragéo de
albumina sérica
etal >3.85 g/dL
2012 Controle — 25
. pacientes < 3.85
Japéo gldL

Caso- Grau de displasia
controle das lesGes de
leucoplasia e niveis
de IL-6 na saliva
Coorte Cancer bucal,
faringe, esofago,
Fasel—  estomago, pancreas,
1988 a 1994 figado e célon
Fase 2 - até Mortalidade dos
2006 canceres
orodigestivo
Caso- Cancer de cabeca e
controle

pescogo

Concentracédo de
albumina sérica
>3.85 g/dL =
normal

Estagio do cancer

Periodontite cronica através
de PS >4mm e PI de
acordo com a OMS (1997)

Periodontite moderada (2
dentes interproximais com
PI>6 mme 1 dente com
PS> 5mm) e grave (2
dentes interproximais com
PI>4 mm e 2 dentes com
PS > 5mm)

Resposta imune de 1gG da
bactéria Porphyromonas
Gingivalis

PS, PI,, indice de placa e de
sangramento, nimero e
dentes, mobilidade dentaria
e oclusdo dentaria

Aumento significativo nos niveis de IL-6 em pacientes com
periodontite com e sem leucoplasia comparado ao controle.

No grupo com leucoplasia o nivel de IL-6 aumentou de acordo com a
severidade da displasia.

O nivel de IL-6 foi maior em fumantes comparado a ndo fumantes
em todos grupos.

Periodontite (moderada e grave) foi associada a mortalidade de
cancer orodigestivo (OR 2,28), e o indice de mortalidade aumentou
com o aumento da severidade da periodontite. Mortalidade de cancer
orodigestivo foi relacionada com periodontite e a Porphyromonas
gingivalis independente da presenca de doenca periodontal.

O grupo de caso tiveram uma maior de Pl e uma maior concentragéo
de proteina C reativa comparado com o grupo controle.

N&o houve diferenca estatistica nos outros pardmetros periodontais
entre 0s grupos

Um modelo de regresséo logistica mostrou que a média de P1 foi
significativamente associada com altos ou baixos niveis de
concentracéo de albumina sérica

Homens e fumo

Fumo, género, idade,
educacéo, raca e indice de
massa corporal

Fumo, alcool,indice de
massa corporal,género e
estagio do cancer
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Meisel
etal.
2012

Alemanha

Ansai
et al.
2013

Japao

Eliot
etal.
2013

Estados Unidos

4233 pacientes Caso-
controle
656 pacientes Coorte
com 80 anos
Entre 1998
a 2010
513 casos de Caso-
carcinoma controle
epidermdide de
cabeca e
pescoco

567 controles

Exame clinico bucal
para lesdes bucais e
leucoplasias

Cancer orodigestivo

Mortalidade

Céancer bucal,
faringe e laringe

PS, PI, indice de placa,
sangramento a sondagem e
perda dentaria

Perda dentaria

Doenca periodontal
autoreportada e uso de
colutorios bucais

Aumento da severidade de periodontite aumentou probabilidade de
desenvolver leucoplasias (OR ajustado para nivel socioecondmico e
fumo para o segundo, terceiro e quarto quartil de P1 1,7; 3,3 e 5,3
respectivamente); OR para PS 2,0; 2,9 e 3,8 respectivamente.

Ajustando para os fatores de risco, a perda dentéria esteve
significativamente associado com o risco de morte por cancer
orodigestivo

Doenca periodontal teve levemente associado a cancer de cabeca e
pescoco (OR 1,09), sendo céancer de boca de OR 1,07

Fumo, fatores
socioecondmicos e higiene
bucal.

Fumo, élcool, género,
idade, educacéo, residéncia
e indice e massa corporal

Fumao, élcool, género, idade
e educagéo

Legenda: OR - Odds Ratio; Pl - Perda de insercdo clinica; PS - Profundidade e sondagem; mm - milimetros; CPI - Indice periodontal
comunitario; CPOD - Dentes cariados, perdidos e obturados; IL - interleucina; OMS — Organizacdo munial da sadde; Ig - Imunoglobulinas; g -
Gramas;dL—Decilitro.
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Segundo uma revisdo de literatura associando o céncer bucal com doenca
periodontal, as infecgdes bucais podem causar uma transformagéo maligna nos tecidos
bucais e de outros 6rgdos (MEURMAN e BASCONES-MARTINEZ, 2011). O
mecanismo proposto para o processo envolvendo as infecgdes localizadas e o cancer se
da pela seguinte sequéncia: (a) alteracédo fisioldgica do hospedeiro, como a inflamacéo,
causada pelas bactérias; (b) modificacdo da linfoproliferagdo de anticorpos pela
influéncia da infeccdo; (c) aumento da proliferacdo de células epiteliais causado pelo
desequilibrio hormonal; (d) efeito direto na transformacéo celular; () producdo de
metabolitos toxicos e carcinogénicos pelas bactérias (CHANG e PARSONNET, 2010).
Foi proposto que a doenca periodontal poderia influenciar na carcinogénese bucal de
duas maneiras: direta e indireta (Figura 1) (GONDIVKAR et al., 2013).

Direta Periodontite Indireta
Infeccdo cronica - Inflamagao - Infecgdo crénica
Liberag&o de toxinas, endotoxinas, enzimas e subprodutos Ativacéo de células hospedeiras, tais como
metabdlicos neutréfilos, macréfagos, mondcitos, linfécitos,

fibroblastos e células epiteliais

l :

Irritacdo cronica e trauma de células vizinhas devido a Formacéo de espécies reativas de oxigénio, espécies
inflamac&o de produtos e subprodutos de bactérias reativas de nitrogénio, lipideos e metabolitos
reativos e pela matriz metaloproteinases

l ' :

A inducédo de mutagdes Alteracdo nas vias de A inducéo de danos no DNA de células epiteliais,
em genes supressores sinalizacdo que afetam a producdo de citocinas, fatores de crescimento que
de tumor e proliferagéo celular e / ou ajudam no seu crescimento, proliferacéo e
protooncogenes sobrevivéncia de células sobrevivéncia
epiteliais

l ' :

Cancer Bucal

Figura 1 - Possivel mecanismo sugerindo a correlag&o entre periodontite e cancer bucal. Adaptado de
GONDIVKAR, S. M. et al. Chronic periodontitis and the risk of head and neck squamous cell carcinoma:
facts and figures. Exp Oncol, v. 35, n. 3, p. 163-7, 2013.
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Diretamente seria pelo efeito toxico das bactérias e seus produtos, tais como
endotoxinas (lipopolissacarideos), enzimas (proteases, colagenases, fibrinolisina, e
fosfolipase D) e subprodutos metabdlicos (sulfureto de hidrogénio, amonia, e os acidos
graxos), que sao toxicos para as células circundantes e pode induzir diretamente
mutaces em genes supressores de tumor e proto-oncogenes ou alterar as vias de
sinalizacdo que afetam a proliferacdo celular e / ou sobrevivéncia de células epiteliais
(TEZAL, GROSSI, GENCO, 2005). Um estudo de coorte recente apontou que
individuos tém mais de duas vezes mais chances de morte por cancer orodigestivo
quando apresentam periodontite (moderada ou grave), aumentando de acordo com a
gravidade da doenca periodontal. Além disso, os autores também observaram a presenca
da bactéria Porphyromonas gingivalis (especifica da doenca periodontal) em niveis de
anticorpos sericos relacionados a mortalidade de cancer orodigestivo, independente se a
doenca periodontal estava presente (AHN, SEGERS, HAYES, 2012).

Indiretamente, seria por um processo inflamat6rio onde as bactérias bucais e
seus produtos ativam as células hospedeiras locais, tais como neutréfilos, monacitos,
macrofagos, linfdcitos, fibroblastos e células epiteliais. A partir dessa ativagcdo,uma
série de eventos ocorre, podendo o0 que pode induzir danos no DNA das células
epiteliais. Também, a producdo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e
outros sinais que fornecem um ambiente para a sobrevivéncia celular, a proliferacdo, a
migracdo, angiogénese e a inibicdo da apoptose (COUSSENS e WERB, 2002;
MOUTSOPOULOS e MADIANOS, 2006). Este ambiente pode ajudar as células
epiteliais a acumular mutacGes e conduzir essas células epiteliais mutantes a proliferar,

migrar e dar-lhes uma vantagem de crescimento (GONDIVKAR et al., 2013)

1.4 DOENCA PERIODONTAL EM MODELQOS ANIMAIS

Modelos animais permitem muitas vezes uma analise mais definitiva da relagéo
de causa e efeito do que os estudos clinicos em humanos (GRAVES et al., 2012). Os
modelos animais, especialmente os ratos, tém caracteristicas Gteis para investigar 0s
mecanismos envolvidos na patogénese da doenga periodontal e proporcionam a
oportunidade de investigar os passos discretos da doenca periodontal (FERNANDES et
al., 2007; GRAVES et al., 2008). Um dos métodos de inducdo de doenca periodontal

em ratos mais utilizados é por meio de ligaduras, porgque similarmente a humanos, este
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método leva ao acumulo de placa dentaria e consequente microulceracdo do epitélio
sulcular, que, por sua vez, facilita a invasdo de agentes patogénicos periodontais no
tecido conjuntivo, e, consequentemente, pode levar a perda do o0sso alveolar em um
periodo previsivel de até sete dias (BEZERRA et al., 2000; GRAVES et al., 2008).

A andlise da perda 0ssea alveolar em ratos Wistar através da analise morfologica
foi descrita e aparenta ser um método bem estabelecido e que apresenta alta
concordancia com métodos como o histolégico e por microtomografia
computadorizada (FERNANDES et al., 2007; GUHA et al., 2007; LIBERMAN et al.,
2011). Esse método foi proposto para medir alteracdes na altura dssea alveolar por uma
linha vertical entre a juncdo amelocementéaria e a crista 6ssea na regido de molares
(RIVALDO, PADILHA, HUGO, 2005). O referido método linear é viavel e nao
aparenta apresentar diferenca em relagdo a outros métodos para quantificar
morfologicamente a perda 6ssea alveolar de molares em ratos Wistar, tanto na sua face
palatina quanto na face vestibular (LIBERMAN et al., 2011; AZAMBUJA et al.,
2012).

1.5 CARCINOGENESE BUCAL COM O USO DE 4NQO EM MODELOS
ANIMAIS

Carcinogénese € um processo de varios estagios em que as células epiteliais
progridem por uma série de fenétipos pré-malignos até que as células normais se
transformem em cancer (VINCENT e GATENBY, 2008). A carcinogenése em animais
permite um melhor entendimento nas mudancas celulares e moleculares associadas com
a iniciacdo e progressdo do cancer bucal em humanos desde as alteragdes normais as
patoldgicas e € capaz de serem analisadas através de técnicas histopatoldgicas, genéticas
e bioquimicas (RIVERA et al., 2011). Além disso, permitem o desenvolvimento e testes
de novas abordagens para a prevencéo e tratamento de doencas, a identificagdo precoce
de marcadores de diagnostico e novos alvos terapéuticos, €, uma melhor compreenséo
da biologia e da genética dos diferentes estagios de iniciacdo, promocao, progressao e
metastase in vivo (RIVERA, 2012).
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O estagio de iniciacdo ocorre quando as células sofrem o efeito dos agentes
carcinogénicos que provocam modificagdo nos genes. O estdgio de promogédo
corresponde ao momento em que as células iniciadas sofrem o efeito dos agentes
carcinogeénicos, classificados como oncopromotores sendo transformada em célula
maligna, de forma lenta e gradual. O terceiro estdgio é o de progressdo, que se
caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das celulas alteradas onde o
cancer ja estd estabelecido e evoluindo até os primeiros sinais clinicos da doenca
(VINCENT e GATENBY, 2008).

O modelo de carcinogénese quimico parece ser o principal meio de inducdo de
cancer em animais, pois a identificacdo dos quimicos constituintes no alcool e no tabaco
parecem ser 0s principais responsaveis pela maioria dos carcinomas epidermdide em
humanos (MOGNETTI, DI CARLO, BERTA, 2006). O agente alquilante 4-
nitroquinolina 1-6xido (4NQO) parece ser o carcin6geno quimico mais adotado, pois
constitui um método experimental de carcinogénese da mucosa bucal que reproduz a
sequéncia dos estagios de hiperplasia, displasia, displasia severa e carcinoma in situ de
maneira semelhante aquela da cavidade bucal de seres humanos (KANOJIA e
VAIDYA, 2006; RIBEIRO e SALVADORI, 2007).

A utilizacdo de ratos Wistar parece ser um modelo apropriado para a inducdo de
carcinoma epidermoide bucal através do 4NQO, porque estes apresentam a mucosa
bucal, principalmente da lingua e do palato, muito parecida com a de humanos e sdo de
facil manuseio e aquisicdo (NAUTA et al., 1996; EL-ROUBY, 2011). Uma vantagem
do 4NQO é que ele produz uma carcinogénese em lingua em ratos, muito similar a de
humanos, e que pode ser diluido em baixas concentracdes na agua em longo prazo
reduzindo as chances de contaminacao, risco de acidentes de manipulacdo dos animais e
outros efeitos adversos (TANG et al., 2004; VERED, YAROM, DAYAN, 2005) .

Resumidamente, o mecanismo de acdo cancerigena do 4NQO é através da
geracdo de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio, tais como os radicais
superdxido, peroxido de hidrogénio e oxido nitrico, que induzem o estresse oxidativo
intracelular (NUNOSHIBA e DEMPLE, 1993). As espécies reativas do oxigénio e do
nitrogénio causam danos diretos e indiretos as macromoléculas, incluindo o DNA,

predominantemente, pela ligacdo de residuos da guanina, resultando em adutos
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(KANOJIA e VAIDYA, 2006). Estes danos causados pelo 4NQO sao semelhantes aos
carcindgenos presente no tabaco (RIVERA, 2012).

Um protocolo foi proposto onde a ingestdo de 50 ppm de 4NQO diluido em &gua
por um periodo de 20 semanas é o suficiente para o aparecimento de carcinoma
epidermdide em lingua de ratos Wistar, e isso foi confirmado tanto do ponto de vista
macroscopico (clinico) quanto microscopico (histopatolégico) quando se obteve uma
ocorréncia de 70% de carcinoma epidermoide e 30% de displasia nas linguas dos ratos
(RIBEIRO e SALVADORI, 2007). Os resultados utilizando este protocolo claramente
demonstraram que alteracGes histopatoldégicas na mucosa da lingua ao longo
experimento ao longo das 20 semanas desde um epitélio normal, hiperqueratose,
displasia premalignas e carcinoma in situ para um carcinoma epidermdide (RIBEIRO et
al., 2004).

Tendo em vista 0 exposto, verifica-se que a ocorréncia de cancer pode ser de
alguma maneira influenciada pela presenca de infec¢bes cronicas. Sendo a doenca
periodontal uma infec¢do crbénica, com impacto local e geral, é licito supor que haja
uma possivel relacdo entre as duas patologias no plano da cadeia causal. Nesse sentido,
estudos que testem essas eventuais hipdteses, geradas a partir da associacdo
epidemioldgica e embasada em mecanismos indiretos estudados em outros modelos, é
importante que estudos experimentais em animais sejam realizados. Saliente-se que, até

0 momento, ndo foram encontrados na literatura estudos publicados sobre essa tematica.
2 PROPOSICAO

O presente estudo tem por objetivo analisar o efeito da presenca de doenca
periodontal induzida por ligadura e o desenvolvimento experimental de cancer de lingua

em ratos Wistar.

3 HIPOTESE

O presente estudo foi realizado tendo por hipoOtese experimental que a presenga

de inflamacé&o periodontal modula o desenvolvimento de lesdes de cancer em ratos.



4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA
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Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo, controlado

em modelo animal. A Figura 2 demonstra esquematicamente o desenho experimental do

estudo.
Obtencéo _ _ _ _
dos animais  Dia0 Dia 14 Dia 140 Dia 154
=72 Alocago e pesagem  Inicio da Indugdo de doenca Obtengdo das
dos animais exposicio a0 periodontal por meio amostras de maxilas
Py e lingua e preparo
Grupo 4NQO carcinogeno de ligadura no grupo g p- P
=24 Indugéo de doenga  no grupo Lig ANQO + Lig dos espécimes
; eriodontal por meio +4NQO
Grupo Lig +4NQo  Periodontalp Q = 56
n= 24 de ligadura no Grupos 4NQO e
Grupo HNQO + Lig ~ 9rupo Lig +4NQO 4NQO + Lig ndo mais Grupo ANQO
n=24 expostos ao n=19
Inicio da exposicéo ind
posIG carcindgeno Grupo Lig + 4NQO
ao carcindgeno nos
n=20
rupos 4NQO e
grp Q Grupo HNQO + Lig
4NQO + Lig
n=17

Figura 2 — Desenho do Estudo

Grupo 4NQO, com exposi¢cdo ao carcindgeno por 140 dias e auséncia de inducdo de
doenca periodontal; Grupo Ligadura + 4NQQO, inducéo de doenca periodontal e apos 14
dias exposicdo ao 4NQO por 140 dias; Grupo 4NQO + Ligadura, exposi¢cdo ao 4NQO
por 140 dias e ap6s inducdo de doenga periodontal por 14 dias;
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4.2. CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos propostos por esse projeto obedeceram a normas propostas
pela Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978)
e das OrientagOes Eticas Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais
(Council for International Organizations of Medical Sciences - CIOMS) para pesquisa
com animais (GOLDIM e RAYMUNDO, 1997). A presente pesquisa foi aprovada pela
Comissdo de Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (CEUA/UFRGS) com protocolo 22959 (anexo A).

4.3. MODELO ANIMAL

Foram utilizados para o experimento 72 ratos Wistar machos com idade de 60
dias, pesando aproximadamente 250 g provenientes do Centro de Reproducdo e
Experimentacdo Animal (CREAL) do Instituto de Ciéncias Béasicas da Salde da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Durante o experimento, os animais foram
mantidos em caixas-moradia coletivas de polipropileno medindo 65 x 25 x 15 cm (5
animais em cada) com o assoalho recoberto de maravalha. Os ratos receberam ragéo
balanceada para roedores e dgua ad libitum com ou sem o carcindgeno 4NQO (Sigma,
St. Louis, MO, EUA) e mantidos em um ciclo fotoperiddico de 12 horas claro/escuro e

em temperatura ambiente (22°C + 2°C).

4.4. CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

4.4.1 Céalculo Amostral

O presente estudo utilizou a perda dssea alveolar como desfecho principal, uma
vez que parece nao existir trabalhos experimentais sobre a possivel associagdo entre
cancer e periodontite. Assim, utilizou-se como referéncia para o calculo de tamanho
amostral o estudo de Cavagni, et al. (2005) que observou diferenca significativa na
perda éssea alveolar entre os grupos experimentais. Além disso, salienta-se que o

mesmo utilizou metodologia idéntica de avaliacdo da destrui¢do Ossea. Para tal calculo,
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utilizou-se a diferenca de perda 0ssea alveolar entre os grupos, representada pelo valor
médio de 0,13mm e desvio-padrdo de 0,12. Assumindo um poder de estudo de 0,80 e
um erro alpha de 0,05, a amostra estimada foi de 16 ratos por grupo
experimental. Sabendo-se que aproximadamente 70% dos ratos desenvolve cancer de
lingua ap6s 140 dias de acordo com Ribeiro e Salvadori (2007), assim como
contabilizando possivel taxa de atri¢do, estimou-se para o presente estudo o acréscimo
de 50% de ratos na amostra dos grupos submetidos a carcinogénese, ou seja, 24 ratos

por grupo.
4.4.2 Constituicio dos grupos experimentais
Os animais foram distribuidos em 3 grupos experimentais da seguinte maneira:

Grupo 4NQO: exposigdo ao 4NQO, conforme descrito no item 4.5.1 e auséncia

de inducdo de doenca periodontal (n=24);

Grupo Ligadura + 4NQQO: realizou-se a inducdo de doenca periodontal por meio
de colocacdo de ligadura, conforme descrito no item 4.5.2. e, apds 14 dias, iniciou-se a
exposicdo ao 4NQO, conforme descrito nos itens 4.5.1 (n=24);

Grupo 4NQO + Ligadura: exposicdo ao 4NQO, conforme descrito no item 4.5.1
e, apos 140 dias inducdo de doenca periodontal por meio de colocacdo de ligadura por

14 dias, conforme descrito no item 4.5.2 (n=24).

4.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.5.1 Exposicdo ao 4NQO

Inicialmente, o cargindgeno 4NQO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi diluido
em agua filtrada até atingir 50ppm. Obteve-se esta concentracdo através de 50mg de
4ANQO em po, que foi medido atraveés de uma balanca eletrénica de alta precisédo, a
adicdo do solvente dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma, St. Louis, MO, EUA) diluidos em
um litro de agua filtrada. As solucGes foram preparadas semanalmente e armazenadas
em frascos ambar devidamente identificados devido a possivel fotolise e periculosidade
do carcindgeno (conforme orientacdes do fabricante na bula do produto). O 4NQO que
foi substituido trés vezes por semana. Sendo o 4NQO uma substancia carcindgena de
relevante periculosidade para humanos, o preparo da solucéo, obedeceu o protocolo de
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protecdo descrito no item . e utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPI)

especificos conforme indicacdo do fabricante do produto (Sigma, St. Louis, MO, EUA):

e Uso de 6culos de protecao;
e Luvas reforcadas;

e Mascara com filtro de protecdo tipo P2 (EN143).

A exposicdo ao 4NQO durou 140 dias, conforme estudo prévio (RIBEIRO e
SALVADORI, 2007).

4.5.2. Inducéo de Perda Ossea Alveolar

A doenca periodontal foi induzida por meio de colocacdo de ligadura no
segundo molar superior de uma hemiarcada do rato (lado direito). A colocacdo da
ligadura foi realizada mediante anestesia geral, sob supervisdo de um médico-
veterinario. Todos os grupos que nédo receberam a ligadura foram também anestesiados
em todos 0os momentos para controle do viés de estresse. O protocolo anestésico
utilizado foi composto por um farmaco dissociativo — Cloridrato de Cetamina 5% (80
mg/Kg) - Cetamin® administrado concomitante a um farmaco miorrelaxante - xilazina
2% (0,8 mg/Kg) - Dopaser®. Os dois farmacos na concentragdo anteriormente citada
foram misturados na proporc¢éo de 1:1 (mL) em uma mesma seringa. Uma concentracédo
de 0,2 ml/100g de peso do animal desta mistura foi administrada por via intra-peritonial
(IP) promovendo, assim, anestesia geral. O fio de seda (4-0) - Ethicon® - foi colocado
com auxilio de duas pincas porta agulha do tipo Castro Viejo nos espagos
interproximais e realizado um né na face vestibular. Os procedimentos para a colocagéo
das ligaduras seguiram a metodologia publicada por Sallay, et al. (1982) e Galvao, et al
(2003).

4.5.3 Peso dos Animais

Para a pesagem dos animais foi utilizada balanca eletronica e os dados foram

expressos em grama (g) de peso corporal a cada 4 semanas.
4.5.4 Morte dos Animais

Os animais foram mortos apds decorridos 154 dias do inicio da fase

experimental, conforme explicitado na Figura 2. A morte dos animais foi realizada por
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decapitacdo, 24 horas ap0s a Ultima avaliacdo in vivo. Este método foi utilizado com o
intuito de permitir a coleta de maiores volumes de sangue para as analises soroldgicas
futuras do projeto. Apos a remogdo dos tecidos e 6rgao para posterior analise, o restante
do material biologico foi encaminhado para descarte apropriado junto ao biotério central

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, conforme descrito no item 4.6.2.

4.5.5 Obtencao das Pecas Maxilares

As maxilas dos animais foram removidas com auxilio de cinzeis e armazenadas
em potes contendo solugdo de formalina tamponada a 10%, devidamente etiquetados
com o numero do animal e grupo ao qual pertencia. As maxilas foram imersas em
hipoclorito de s6dio a uma concentracdo de 9% de cloro ativo, durante cinco horas e 0s
tecidos moles mecanicamente removidos. Passado este periodo, as pecas foram lavadas
e secas. Para uma melhor visualizacdo da juncdo amelo-cementéria, os dentes foram
corados com azul de metileno a 1% durante um minuto, lavando-se e secando-se

novamente para remover excessos da SO|U(}§O.

4.5.6 Analise Morfométrica da Destruicio Ossea Alveolar

Os procedimentos de preparo das pecas bem como de analise morfométrica
seguiram a metodologia proposta por Fernandes, et al. (2007) e foram realizados no
Laboratdrio de Periodontia Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Para a tomada das fotografias, foi utilizada uma camera fotografica
digital de 6.1 megapixels modelo D100, com lente macro 100 (Nikon® Coolpix,
Ayutthaya, Tailandia), acoplada a um tripé com distancia focal minima, de modo que o

cone fique o mais paralelo possivel em relacéo ao solo.

Foi confeccionado um aparato utilizando pasta pesada de Silicona de Adicéo
para promover fixagdo de uma régua endoddntica a uma posi¢do perpendicular em
relacdo ao solo. As pecas foram fixadas a régua com lamina de cera utilidade, de modo
que o plano oclusal da peca ficasse paralelo ao solo. Foram realizadas fotografias das
faces vestibular e palatina de cada uma das pecas (hemimaxilas) sendo que a medida da
distancia da juncdo amelo-cementéria a crista 0ssea foi feita atraves programa Image

Tool 3.0, por um examinador calibrado e que desconhecia a que grupo experimental
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pertenciam os espécimes. Para avaliacdo da calibragem intra-examinador, 20 espécimes
foram aleatoriamente escolhidos para serem duplamente mensurados, com uma semana
de intervalo. Para fins de comparacdo da perda 6ssea foram feitas dez medidas lineares
(perpendiculares ao solo) da juncdo amelo-cementaria a crista dssea, sendo cinco por
vestibular e cinco por palatino. Para cada face, foram feitas duas medidas na raiz mesial,
duas na distal e uma na regido de furca. A perda déssea dos dentes foi gerada a partir da

média dessas dez medidas lineares.

4.5.7 Andlise Macroscoépica e Histologica das Linguas

Imagens macroscopicas foram realizadas através da utilizacdo de maquina
fotografica para ilustrar as diferentes graus de alteracdes de lingua nos diferentes
grupos.

Os fragmentos de lingua foram fixados em formalina tamponada 10% e
submetidos ao processamento histopatoldgico, seguindo o seguinte protocolo:
desidratacdo em concentracfes crescentes de alcool, diafanizacdo em xilol, inclusdo em
paraplast (sigma) seguindo orientacdo do longo eixo da lingua e corte em micrétomo
(4um). Apos, os cortes foram desparafinados, reidratados, submetidos a coloracdo por
Hematoxilina & Eosina (HE) e montados em resina para analise microscopica.

Apds a analise histoldgica, as displasias foram classificadas em diferentes graus:
leve (DEL), moderada (DEM), severa (DES) e Carcinoma in situ como descrito no
Quadro 2 (LUMERMAN, FREEDMAN, KERPEL, 1995).

Quadro 2 — Classificacdo das displasias estabelecida por Lumerman, Freedman e
Kerpel (1995)

Classificacdo Histoldgica das Displasias Descricao

DEL Alterac6es minimas confinadas no terco

inferior do epitélio

DEM Alteracbes comprometendo até 2/3 do tecido
epitelial
DES Alteragdes comprometendo mais que 2/3 sem

envolver todo epitélio

Cainsitu Alteracdo em todo o epitélio e células
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apresentando hipercromatismo nuclear,
aumento do nucleo, mitoses tipicas e atipicas

e auséncia de invasao tecidual.

A classificacdo dos carcinomas epidermoides foi realizada de acordo com a
gradacdo histopatologica estabelecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no
qual estdo classificadas em trés categorias: células escamosas pouco, moderadamente e
bem diferenciadas como descrito no Quadro 3 (BARNES, 2005). A arquitetura tecidual
das celulas escamosas bem diferenciadas assemelha-se a um padrdo normal do epiteélio,
por outro lado, as celulas escamosas pouco diferenciadas caracterizam-se pelo

predominio de células imaturas, muitas mitoses tipicas e atipicas e pouca ceratinizacao.

Quadro 3 — Classificacdo recomendada pela Organizacdo Mundial da Satude (2005)

Gradacdo Histopatologica — OMS

Parametros Caracteristicas

Pouco diferenciados Predominio de células imaturas
Vérias mitoses tipicas e atipicas

Pouco ceratinizagao

Moderadamente diferenciadas Certo grau de pleomorfismo nuclear e
atividade mitotica

Pouca ceratinizagéo

Bem diferenciados Arquitetura tecidual semelhante ao padrdo

do epitélio escamoso

4.6 CUIDADOS PARA A PROTECAO DO PESQUISADOR

Foram aplicadas as Normas de Seguranca e Procedimentos de Boas Praticas de

Laboratdrio.
4.6.1 Manuseio de Reagentes e Solventes

o os reagentes foram utilizados mediante solicitagdo ao pesquisador

responsavel ou ao responsavel técnico do laboratorio;
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o 0 pesquisador tinha conhecimento dos métodos e o grau de periculosidade de

todos os reagentes manipulados no laboratorio;
o utilizou-se sempre jaleco e luvas para a manipulacdo dos reagentes;

o transportou-se com seguranca os frascos de reagentes e solventes, utilizando

sempre em bandejas;
o manuseou-se cuidadosamente os frascos de reagentes e solventes;

J usou-se Oculos de protecdo e capela de exaustdo para as operagGes com

produtos toxicos e volateis;

o usou-se rétulos de identificacdo em todos os frascos de reagentes e de
amostras estocados: 1) nome da substancia estocada, 2) concentracdo, 3) data de

preparo, 4) nome do pesquisador que preparou;
. frascos ndo rotulados foram descartados;

o verificou-se os prazos de validade das solugdes e encaminhadas as vencidas

para o descarte.

4.6.2 Procedimentos de Descarte dos Materiais Biolégico, Cortante e
Toxicos.

Os residuos em geral foram segregados e adequados aos coletores préprios. O
descarte de residuos quimicos foi feito seguindo as normas do Plano de Gerenciamento de
Residuos (PGR). Os mesmos foram gerados de forma segura, sendo coletados,
acondicionados, identificados e transportados conforme normas da COSAT (Comisséo de
Salde e Ambiente de Trabalho), que prevéem recipientes apropriados para descartes,
identificados pela data inicial do envase, pH final, laboratério de origem, nome dos
responsaveis legal, tipo de residuo quimico sélido ou liquido, assim como a descri¢do de
sua constituicdo. Os materiais recolhidos foram encaminhados ao Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que destina os residuos para descarte ou

reciclagem dos materiais.

Os restos dos animais de experimentacdo foram acondicionados em plasticos

brancos identificados e armazenados em freezer a -20°C especifico da Unidade de
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Experimentagdo Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, até o

recolhimento semanal pelo setor de coleta especial para animais do DMLU.

As seringas e agulhas foram armazenadas em caixas especificas, adequadas para
material cortante, identificadas e pertencentes a da Unidade de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, para posterior recolhimento quinzenal pelo
setor de coleta especial do DMLU. Os rejeitos tdxicos foram separados em locais
especificos e adequados para posterior recolhimento quinzenal pelo setor de coleta
especial do DMLU.

5 CONTROLE DE QUALIDADE DO ESTUDO

5.1 CEGAMENTO

O cegamento dos pesquisadores aconteceu no momento da analise morfométrica
e histopatolégica. As pecas/laminas foram codificadas, por um examinador externo ao
estudo e (sorteadas por um programa de computador) nomeadas de acordo com esse
cddigo, de modo que o examinador que fez a analise das fotografias/laminas ndo sabia a

que grupo cada espécime pertencia.

5.2 REPRODUTIBILIDADE

Durante o estudo, cerca de 10% dos espécimes foram aleatoriamente escolhidos
(por sorteio) para serem duplamente mensurados, em termos de perda dssea alveolar,
sendo comparados através do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse, o qual apresentou

resultado excelente (0,96).

Para a anélise histopatologica a reprodutibilidade intra examinador foi realizada
reavaliando 1 lamina a cada 10 analisadas por dois patologistas experientes (Alessandro
Menna e Grasieli Ramos). O Coeficiente de Correlacdo Intraclasse, foi de 0,93 e 0

coeficiente Kappa foi de 0,75.
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6 ANALISE DOS DADOS

6.1 HIPOTESE ESTATISTICA

A hipétese de nulidade a ser testada estatisticamente é a de que ndo existe
nenhuma diferenca entre 0s grupos experimentais para os desfechos primérios e
secundarios. A hipotese experimental é de que pelo menos um dos grupos é

estatisticamente diferente dos demais.

6.2 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis do presente estudo foram testadas quanto a normalidade. Os dados
foram analisados utilizando o pacote estatistico STATA™ versdo 10.1. O peso corporal
foi analisado através de ganho percentual médio em relacdo ao peso basal nos dias 28, 56,
84, 112 e 140. Médias e erros-padrdao foram calculados e analisados entre 0s grupos
através de ANOVA. Os resultados da perda 0ssea alveolar estdo expressos em mediana e
intervalos interquartis (25 e 75%), tendo em vista sua distribuicdo nao-simétrica. Para
realizar a comparacdo entre 0s grupos quanto a perda 6ssea, nos diferentes momentos
analisados, foram utilizados os testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Para a analise
da associacdo existente entre a doenca periodontal induzida por ligadura e a ocorréncia de
lesGes histopatoldgicas das linguas foi utilizado o teste exato de Fisher com posterior
andlise para residuos ajustados. No presente estudo o animal foi a unidade de analise e
adotou-se um erro alfa de 5%.

7  RESULTADOS

Dos 72 animais inicialmente participantes do estudo, 56 completaram o periodo
experimental. Durante o experimento, morreram 5, 4 e 7 animais dos grupos 4NQO,
Ligadura+4NQO e 4NQO+Ligadura, respectivamente. Assim, a analise do presente estudo
contempla 19, 20 e 17 animais dos referidos grupos. As mortes aconteceram em virtude da

eXposicao ao carcindgeno e intercorréncias anestésicas.

O Gréfico 1 demonstra o percentual médio de ganho de peso dos grupos ao

longo do experimento, em relacdo ao peso basal. Foram observadas diferencas
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estatisticamente significativas no percentual méedio de ganho de peso nos dias 28 e 84.

As andlises realizadas nos dias 56, 112 e 140 ndo revelaram diferencas de ganhos de

peso estatisticamente significativas.

% médio (EPM) de ganho de peso

Grafico 1: Percentual médio de ganho de peso (EPM) dos grupos ao longo
do experimento, em relagdo ao peso basal.
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O Gréfico 2 demonstra a perda 6ssea alveolar nos trés grupos, nos lados
com e sem ligadura. Observa-se que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas na perda 6ssea alveolar no lado que ndo recebeu colocacdo de
ligaduras. No lado com ligaduras, observou-se uma maior perda 6ssea nos
grupos a elas expostos, sem diferencas entre si. A perda 6ssea no grupo somente
exposto ao 4NQO foi menor (p<0,05).
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Grafico 2: Mediana (percentil 25 e 75) da Perda Ossea Alveolar (mm) nos lados
com e sem ligadura de acordo com os diferentes grupos experimentais.
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Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos experimentais
Kruskall-Wallis (p=0,14 e 0,0001 para os lados esquerdo e direito, respectivamente)

O anexo B ilustra as diferentes alteracdes macroscépicas das linguas

encontradas nos diferentes grupos experimentais.

O Quadro 4 demonstra a distribuicdo de ocorréncia dos diferentes
diagndsticos histopatologicos, de acordo com 0s grupos experimentais. Observa-se que
todos os animais apresentaram alteracdes proliferativas na lingua, sendo que displasias
apresentaram ocorréncia bastante baixa e hiperplasias aconteceram em 15% dos animais
do grupo Ligadura+4NQO. No que diz respeito a diagndstico de carcinoma in situ, este
foi presente em 15,8%, 35% e 17,6% dos grupos expostos ao 4NQO, ligadura+4NQO e
4ANQO+ligadura, respectivamente. Os diagndsticos de carcinoma apresentados
distribuiram-se nas categorias moderadamente e bem diferenciados. Ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na ocorréncia de carcinomas
moderadamente diferenciados entre os grupos. Em relacdo ao diagndéstico de carcinoma
bem diferenciado, observou-se uma menor ocorréncia nos animais que apresentavam,
desde o inicio da exposi¢do ao carcindgeno, a presenca de inflamagdo periodontal
(p<0,05). A insercdo de ligadura apos um periodo de 140 dias de exposicdo ao
carcindgeno nao influenciou a ocorréncia de carcinoma bem diferenciado. O anexo B
demonstra fotomicrografias de diferentes diagnosticos histopatoldgicos encontrados no

presente estudo.



Quadro 4 - Ocorréncia de diferentes diagnosticos histopatologicos segundo o grupo experimental.

Sem

Hiperplasia

Displasia

38

Displasia Displasia Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma
alteracéo leve moderada severa in situ levemente moderadamente bem
diferenciado  diferenciado n(%o) diferenciado
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) CH) n(%o) n(%) n(%)
Grupo
INelol 19 0(0) 0(0) 0(0) 1(5,3) 1(5,3) 3(15,8) 0(0) 1(5,3) 13(68,4)
Ligadura [EN 0(0) 3(15) 1(5) 0(0) 0(0) 7(35) 0(0) 3(15) 6(30) *
+ 4NQO
INfoJe Xl 17 0(0) 0(0) 1(5,9) 0(0) 0(0) 3(17,6) 0(0) 3(17,6) 10(58,8)
Ligadura

*Teste Exato de Fisher, complementado por analise dos residuos ajustados, p=0,038 em relacéo ao grupo 4NQO
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8 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o eventual impacto da presenca de inflamacao
periodontal sobre o processo de carcinogénese induzida em ratos Wistar. Para tanto, um
estudo experimental em modelo animal foi realizado, com inducdo de inflamagéo
periodontal e exposi¢do a um carcindgeno, com o objetivo de estimular a carcinogénese
na lingua. A literatura apontando para uma associacdo positiva entre cancer bucal e
doenca periodontal € crescente (FITZPATRICK e KATZ, 2010). Tezal, Grossi e Genco
(2005) sugeriram uma correlacdo positiva entre o histérico de doenca periodontal e a
progressdo dos tumores na cavidade bucal. Entretanto, a maioria do estudos que avaliam
esta relacdo € do tipo caso-controle (TALAMINI et al., 2000; ROSENQUIST et al.,
2005; GUHA et al., 2007; TEZAL et al., 2007; MICHAUD et al., 2008; REZENDE
et al.,, 2008; TEZAL et al.,, 2009; SHARMA et al., 2011; AHN et al., 2012;
MARUYAMA et al., 2012; MEISEL etal., 2012; ELIOT etal., 2013) .

Para colocar os resultados encontrados nesse estudo em perspectiva, é
importante que se contextualize o modelo utilizado. Primeiramente, o método de
inducdo de doenca periodontal através da colocagdo de ligadura é um método que leva
ao acumulo de biofilme similar a humanos e consequente microulceracdo do epitélio
sulcular, que, por sua vez, facilita a invasdo de agentes patogénicos periodontais no
tecido conjuntivo, e, consequentemente, pode levar a perda do osso alveolar (GRAVES
et al., 2008). No contexto dos resultados observados, quando se compara a perda 6ssea
alveolar ocorrida nos trés grupos, no lado esquerdo, onde somente a perda éssea de
ocorréncia natural € observada, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas. Ao se comparar 0s resultados obtidos no lado com colocacdo de
ligaduras, observou-se uma maior perda Ossea nos grupos a elas expostos, sem
diferencas entre si. Esses achados demonstram que a inducéo de doenca periodontal foi
eficiente como demonstrado em outros estudos (LIBERMAN et al., 2011,
AZAMBUJA et al., 2012). Assim, pode-se inferir, para fins contextuais do presente
estudo que os grupos que receberam colocagdo de ligaduras apresentaram um desafio

inflamatério maior.
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A inducéo experimental da carcinogénese também tem papel crucial no contexto
do presente estudo. O agente 4QNO parece ser 0 carcindgeno quimico mais adotado
para inducdo de cancer lingual em ratos, constituindo-se em um método experimental de
carcinogénese da mucosa bucal que reproduz a sequéncia dos estagios de hiperplasia,
displasia, displasia severa e carcinoma in situ de maneira muito semelhante aquela da
cavidade bucal de seres humanos (KANOJIA e VAIDYA, 2006; RIBEIRO e
SALVADORI, 2007).

Entretanto, é licito compreender que a utilizacdo de um agente quimico de
inducdo de carcinogénese possa ter um papel importante na salude geral dos animais em
estudo. Do total de 72 animais que foram expostos ao 4NQO, 16 animais (22%)
morreram durante o experimento, o que corrobora dados da literatura que relatam
morbidade elevada relativa a exposicdo ao 4NQO (RIBEIRO e SALVADORI, 2007).
Durante o experimento, foram observadas caracteristicas de caquexia dos animais,
especialmente levando-se em consideracdo longo periodo de 140 dias de exposicdo ao

carcindgeno.

Quanto ao peso dos ratos, que poderia ser um proxy de salde geral, o
comportamento ndo permitiu inferir claras tendéncias de diferencas entre os animais em
estudo. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas no percentual médio
de ganho de peso nos dias 28 e 84 quando o0s grupos sdao comparados. As analises
realizadas nos dias 56, 112 e 140 ndo revelaram diferencas de ganhos de peso
estatisticamente significativas. Assim, as diferengas no ganho de peso corporal foram
observadas em 2 dos 5 momentos analisados, sem permitir observacdo de um padréo.
Isso pode ser explicado pela sazonalidade da avaliacdo do peso corporal e,
principalmente pelo fato que todos os animais em estudo foram expostos ao
carcindgeno. Saliente-se que nas duas avalia¢des finais do estudo, ndo foram observadas
diferencas. Esse dado permite supor que os procedimentos experimentais ndo geraram
alteracOes de saude sistémica diferenciadas entre os grupos, reforcando a validade dos

achados do desfecho principal.
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No contexto da qualidade dos dados do estudo, € importante ressaltar que o
exame de todos os desfechos do estudo foi realizado por examinador treinado e
desconhecedor do grupo em anédlise, de acordo com os paradigmas da pesquisa

contemporanea.

O desfecho principal do presente estudo foi o diagnostico histopatoldgico das
linguas dos animais. Para o reconhecimento e classificacdo histologicos das displasias,
foram utilizados os critérios estabelecidos para avaliacdo de displasia epitelial em lesGes
cancerizaveis de acordo com Warnakulasuriya, et al. (2008) e classificadas em
diferentes graus: leve (DEL), moderada (DEM), severa (DES) e Carcinoma in situ de
acordo com Lumerman, Freedman e Kerpel (1995). A classificacdo dos carcinomas
epidermdides foi realizada de acordo com a gradacdo histopatoldgica estabelecida pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), no qual sdo classificadas em trés categorias:

celulas escamosas pouco, moderadamente e bem diferenciadas (BARNES, 2005).

No presente trabalho, observou-se que a exposicdo ao 4NQO atingiu seus
objetivos, permitindo observacdo de diferentes estagios da carcinogénese de lingua no
grupo em que foi exposto somente exposto ao carcindgeno com a ocorréncia de 5,3% de
displasia moderada, 5,3% de displasia severa, 15,8% de carcinoma in situ, 5,3% de
carcinoma moderadamente diferenciado e 68,4% de carcinoma bem diferenciado o que
estd de acordo com outros estudos que utilizaram o mesmo protocolo experimental e
tiveram uma ocorréncia similar de 30% de displasia e 70% de carcinoma (RIBEIRO e
SALVADORI, 2007; MIRANDA et al., 2011). Nesse sentido, infere-se, pela analise

deste grupo, que o processo experimental de inducdo de carcinogénese foi efetivo.

A comparagéo entre 0s grupos experimentais do presente estudo demonstrou que
para os diagnosticos de hiperplasias, displasias e carcinoma in situ, ndo sdo detectadas
diferencas estatisticamente significativas. Da mesma forma, quando se consideram o0s
carcinomas com grau moderado de diferenciacdo, o comportamento dos grupos néo
parece diferir. Entretanto, o grupo que apresentava inflamagdo periodontal antes do
inicio da inducdo da carcinogénese apresentou um menor grau de lesbes de carcinoma
bem diferenciado. A inducdo de doenca periodontal apds 140 dias de exposi¢do ao
4NQO ndo parece interferir na carcinogénese. Esses resultados sdo interessantes,

embora tenham sua compreensdo como um exercicio desafiador. De maneira mais
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simplificada pode-se inferir que a presenca de somente 14 dias de inducdo de
inflamagdo periodontal ap6s 140 dias de exposicdo a um carcinégeno ndo teve
capacidade de alterar, dentro das caracteristicas metodoldgicas do presente estudo, 0s

desfechos relativos ao processo de carcinogénese.

Por outro lado, ¢ muito importante que se tenha claro que a inflamacédo
periodontal presente anteriormente ao processo de inducdo de carcinogénese teve
capacidade de modular esse processo, com menor expressdo do cancer. De maneira
nenhuma pode-se inferir um potencial translacional sugestivo de que a presenca de
inflamagcdo é um protetor para a carcinogénese. Entretanto, o estudo de eventuais

mecanismos responsaveis por esses achados ¢ mandatorio.

Algumas hipolteses tém sido propostas para tentar explicar como a doenca
periodontal poderia influenciar na carcinogénese e duas teorias foram estabelecidas
(GONDIVKAR et al., 2013): (1) efeito direto de periodontopatdgenos pelo efeito toxico
liberado por endotoxinas, enzimas e subprodutos metabolicos que induziria mutacbes
em genes supressores de tumor e proto-oncogenes ou alterar as vias de sinalizacdo que
afetam a proliferacdo celular e/ou sobrevivéncia de células epiteliais (TEZAL, GROSSI,
GENCO, 2005); (2) efeito indireto por um processo inflamatério: (a) ativacdo das
células hospedeiras locais que geraria através da producdo de nitrosaminas a reducdo
bactérias, e, por meio de agentes mutagénicos formado pela interacdo entre algumas
espécies bacterianas e a saliva, tendo a capacidade de desencadear vias mitogénicas e
anti-apoptoéticas em queratindcitos bucais de espécies reativas de oxigénio (6xidos
nitricos), lipidios, metabdlitos (malondialdeido e 4 - hidroxil-2nonenal) e matriz de
metaloproteinases, 0 que pode induzir danos no DNA das células epiteliais; (b)
producdo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e outros sinais que fornecem
um ambiente para a sobrevivéncia celular, a proliferacdo, a migracdo, angiogénese e a
inibicdo da apoptose (COUSSENS e WERB, 2002, MOUTSOPOULOS e
MADIANOS, 2006). E importante ressaltar que essas possiveis vias de explicacio s&o
ainda bastante incipientes tanto no suporte de estudos de qualidade, quanto necessitam
amadurecimento com 0 estudo dos mecanismos envolvidos em diferentes modelos

experimentais.
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Ainda é sugerido que a doenca periodontal indicaria uma deficiéncia no sistema
imune ao combater as bactérias periodontais e subsequentemente deficiente no controle
do crescimento de tumores (GONDIVKAR et al., 2013). Foi sugerido, também, por
Cugini, et al. (2013) um paralelo entre a doenca periodontal e cancer para tentar se
entender o desenvolvimento das duas doencas, pois ambas refletem em alteracOes
dependentes da idade na composicdo e funcdo das comunidades celulares persistentes
que evoluem para um ponto de capacidade patogénica que nenhum membro individual
demonstraria sozinho. Atualmente, sabe-se que ambas as doencas podem gerar uma
resposta imunoldgica e ter dois caminhos, o pro-inflamatorio, que contribui para
progressao das doencas, e, o anti-inflamatério, que protege contra a evolugdo das
doengas (PAGE e KORNMAN,1997; ZAMARRON e CHEN,2011). Assim, pode-se,
no momento, assumir em eventual papel modulador da inflamacdo no processo de

carcinogénese.

Uma possivel explicacdo adicional para os achados do presente estudo é que as
células do sistema imune poderiam inibir o crescimento e a progressdo de cancer através
do reconhecimento e rejeicdo de células malignas, fazendo assim uma mudanca do
estado pré-inflamatério para uma inflamacdo "latente” ou em um processo de
arrumacao que suprimiria ativamente a imunidade anti-tumoral (MOTZ e COUKOQOS,
2011; SCHREIBER, OLD, SMYTH, 2011; CUGINI et al., 2013). J& foram
identificadas que as células CD4 e CD8, que sdo dois tipos de linfocitos T responsaveis
por auxiliar no combate de antigenos e na destruicdo de células infectadas,
compreendem a forca primaria de células do sistema imunolégico responsaveis por
inibir o crescimento do tumor e desenvolvimento (ZAMARRON e CHEN, 2011). Em
um estudo Sheu et al. (1999) apontou que o teste da relacdo de CD4/CD8 pode ser um
indicativo de resposta tumoral pobre no prognéstico de progressdo do carcinoma do
colo do utero, porém, Silveira et al. (2010) acharam uma alta contagem de CD4 e CD8
em pacientes com carcinoma epidermoide de labio e de lingua, mas ndo observaram
uma associacdo significativa relacionando-os com a localizagdo do tumor e com

metastase.

Outra possivel explicacdo para a menor ocorréncia de carcinomas invasivos nos
grupos onde foi induzida a doenga periodontal previamente é que de alguma forma a

resposta imune e inflamatoria da doenca periodontal pode também ter contribuido na
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modulacdo da carcinogénese. Existe relato na literatura que a doenca periodontal
poderia passar de um quadro pro-inflamatério para anti-inflamatorio (FINE et al., 2009).
As bactérias periodontais Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia
desencadeiam o antagonismo de citocinas, que, individualmente, poderiam polarizar
uma resposta imune para um subconjunto de linfécitos T em particular, e, a0 mesmo
tempo, elas poderiam promover uma paralisia imunoldgica (GADDIS, MICHALEK,
KATZ, 2011; MYNENI et al., 2011; CUGINI et al., 2013).

Estes achados devem ser observados com cautela, uma vez que as alteragdes
inflamatorias e a resposta imunoldgica envolvidos em ambas as patologias apresentam
inimeros fatores complexos e distintos uma das outras e que ndo estdo totalmente

elucidados.

9 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo confirmam a hipdtese de que a presenca do
processo inflamatério periodontal tem um potencial de modular a carcinogénese. E
importante que se tenha claro que, no momento, a translacdo desses resultados é
impossivel. Entretanto, € licito veicular a informacdo de que os modelos experimentais do
presente estudo envolveram indugdo de inflamacdo e de carcinogénese na boca,
valorizando a eventual relacdo entre duas patologias da cavidade bucal. A presenca de
inflamacéo periodontal interferiu na carcinogénese e, no momento, pode-se concluir que o
processo inflamatdrio intra-bucal tem potencial de modular a carcinogénese experimental

em lingua de ratos Wistar.
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ANEXO B — Macroscopia das Linguas dos Animais

Legenda: Macroscopia das linguas de um animal ndo exposto ao carcinégeno (A) e de
um animal exposto ao 4NQO com lesdo menos pronunciada (B) e de um animal exposto

ao 4NQO com leséo maior (C).



