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1.1- LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
4- NQO - 4-nifroquinolina 1-6xido
bFGF - fator basico de crescimento de fibroblastos
c-fos - proto-oncogene da categoria transdutores de sinal
c-myc - proto-oncogene da categoria ativadores da transcri¢éo
¢-srs - proto-oncogene da categoria transdutores de sinal
CEC - carcinoma espinoceluiar
CMV - citomegalovirus
CsA — ciclosporina A
DFA - disqueratode focal acantolitica
DMBA - dimetilbenzantraceno
GVHD- (graft versus host disease) doenca do enxerto contra o hospedeiro
H/E- hematoxolina/eosina
HIV — virus da imunodeficiéncia humana
MSV - virus da herpes simples
IL-2 - interleucina 2
IL-4 - interleucina 4
NaCl - cloreto de sodio
NF-AT ~ fator de transcricao
NF-IL2A - fator de transcrico
NQO - 4-nitroguinolina 1-6xido

TGF-B- fator de crescimento transformador #
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1.2- RESUMO

A ciclosporina A (CsA) é a principal droga imunossupressora usada na
prevencéo e fratamento da rejeic&o de enxertos em transplantes alogénicos. As
neoplasias maiignas séo relatadas entre os efeitos colaterais da CsA. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a carcinogénese bucal de ratas tratadas diariamente com
10 mg/Kg peso corporal/dia de CsA por via subcuténea, e que receberam
aplicagdo topica do carcinégeno oOxido de nitroquinolina (4NQO) a 0,5% em
propilenoglicol no palato, 3 vezes por semana. O periodo experimental foi de 240
dias.

O palato e a lingua de todas as ratas tratadas com 4NQO ou com a
associagdo de 4NQO e CsA apresentaram alteracbes tais como, areas
esbranquigadas, atrofia de papilas e ulceracdes. Microscopicamente, foram
observadas hiperqueratose, varios graus de displasia epiteiial, carcinoma
microinvasivo e carcinoma espinocelular grau . Tanto no palato quanto na lingua,
as alteragdes tenderam ser mais pronunciadas ou intensas quando associou-se a

carcinogénese o tratamento imunossupressor com a CsA.
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1.3- ABSTRACT

Cyclosporin A (CsA) is an imunossupressive agent extensively used for
the treatment and prevention of allograft rejection in transplanted recipients.
Malignant disease are related between the side effects of CsA treatment.

The aim of this investigation was to avaliate oral carcinogenesis in rats
receiving CsA treatment (10 mg/Kg weight/day), and topic applications of the 4-
nitroguinoline 1-oxide (4NQO) carcinogen 0,5% in propylenogiicol, 3 times a week.
The experimental investigation took 240 days.

In all rats treated with 4NQO and with the association of CsA and
4NQO, macroscopic alterations as whitening mucosa, excfitic growth and ulcers
were found in palate and tongue.

Microscopically finds were hyperqueratosis, ephitelial dysplasia in
several scores, microinvasive carcinoma and invasive squamous cells carcinoma
grade 1. All the alterations found in this investigation tended to be more
pronunciated or severe when CsA was associated with 4NQO, in both palate and

tongue.
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introducao

2.1- INTRODUGCAO

A ciclosporina A (CsA) é uma droga imunossupressora amplamente
usada principalmente para a prevencgdo e o tratamento da rejeicdo de orgéos em
transplantes alogénicos (CALNE et al., 1979; BOREL, 1986).

Entretanto, a CsA produz efeitos colaterais indesejaveis, como a
nefrotoxicidade (KAHAN 1989), hepatotoxicidade, hipertens&o arterial, hirsutismo
(PAGE, 1986; VON GRAFFENRIED, 1986), neurotoxicidade (VON
GRAFFENRIED, 1986) entre outros. Dentre os efeitos colaterais da CsA, varios
trabalhos na literatura sugerem que pacientes transplantados e imunossuprimidos
com CsA tenham uma maior propensdo a desenvolver neoplasias malignas,
dentre elas linfomas, sarcoma de kaposi e variados carcinomas, entre outros.

Relatos indicam que a CsA pode induzir neoplasias malignas em boca,
entre elas lesbes linfoproliferativas no seio maxilar (SHIONG et al., 1992) e regido
de orofaringe (FAIRLEY et al., 1990), carcinoma de células escamosas (KRUPP et
al., 1990; REGEV et al, 1992; VARGA et al, 1991 THOMAS et al, 1993) e
adenocarcinoma (YAMAMOTO et al., 1996).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da imunossupresséo pela
CsA no desenvolvimento de lesdes na mucosa bucal de ratos, induzidas pelo

processo de carcinogénese pelo 4NQQO (oxido de nitroquinolina).
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2.2- REVISAO DA LITERATURA

2.2.1- CICLOSPORINA A (CsA)

2.2.1.1- Indicagdes terapéuticas da Ciclosporina A (CsA)

A Ciclosporina A (CsA) é um undecapeptideo ciclico derivado da
fermentacdo dos fungos Tolypocladium inflatum e Cylindrocarpun lucidum
(CANAFAX et al., 1983). Descoberta por BOREL (1976), foi inicialmente aplicada
como agente antifingico, mas foi provado gque suas atividades antibidlicas séo
insatisfatorias (MORRIS, 1981). Entretanto, BOREL descobriu que a droga induzia
um tipo especifico de imunossupresséo, o que levou a uma rapida expanséo nas
experiéncias de seu uso para o tratamentc de desordens imunologicamente
mediadas, incluindo a inibi¢do da rejeicdo de érgdos transplantados.

Atualmente, a CsA € amplamente usada principalmente na prevencéo e
tratamento da rejeicao de orgdos em transplantes alogénicos (CALNE et al,, 1879;
STARZL et al., 1984; BOREL, 1986; VOLPE et al., 1997; MYRILLAS et al.,, 1999,
NIEH et al, 1999;), principaimente de rim (THE CANADIAN MULTICENTRE
TRANSPLANT STUDY GROUP, 1986), figado (STARZL et al., 1982), coracdo
(HARDESTY et al., 1983), pulm@o (KAMHOLZ et al., 1983) e prevencéo e
tratamento de GVHD (doenca do hospedeiro contra o enxerto) nos pacientes que
receberam transplante de medula 6ssea (POWLES et al., 1980 EPSTEIN et al,
1994).
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Nos ultimos anos o uso da CsA inclui a terapia de uma variedade de
desordens imunomediadas. Varios estudos demonstraram que a CsA tem uma
eficacia terapéutica no tratamento de pacientes com psoriase severa, levando a
uma rapida remissao do quadro clinico (ELLIS et al., 1986; GRIFFITHS et al.,
1986; MARKS, 1986; SUGANO et al., 1998).

A CsA também é relatada no tratamento de pénfigo e penfigdide
(THIVOLET et al., 1985, BARTHELEMY et al., 1993), penfigbide cicatricial ocular
(PALESTINE et al., 1984), dermatite atopica (VAN JOOST et al, 1887),
dermatomiosite (EJSTRUT, 1986), iupus eritematoso sistémico (FEUTREN et al.,
1986; JAMES et al., 1988), esclerose multipla (MERTIN et al., 1980; JAMES et al,,
1998), diabetes melitus tipo | (STILLER et al., 1983), doenca de Behget
(NUSSENBLATT et al,, 1985), alopecia areata (PARODI et al., 1987), pioderma
gangrenoso (ELGART et al, 1991, CARP et al,, 19897; HUGHES et al., 2000),
micose fungoide (JENSEN et al., 1987, KEMME et al., 1992), sindrome de Sézary
(KEMME et al.,, 1992), esquistossomose (BUEDING et al., 1981), malaria
(THOMMEN, 1981), colite ulcerativa (GUPTA et al., 1984), sarcoidose pulmonar
(REBUCK et ai., 1984), asma (SUGANO et al., 1998), artrite reumatdide (MULLER
et al., 1979; SUGANO et al.,, 1998), liquen plano oral (EISEN et al., 1990;
HARPENAU et al., 1985; JAMES et al., 1998), citopenia associada a leucemia
linfocitica cronica (CORTES et al., 2001), mieioma muitiplo (WIERNIK et al., 1994),
miastenia severa (GOULON et al., 1988), piodermatite-pioesiomatite vegetante
(BRINKMEIER et al, 2001) e linfadenopatia angioimunocblastica com

disproteinemia (MURAYAMA et al., 1992).
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2.2.1.2 — Mecanismo de agao da CsA

A CsA tem atividade imunossupressora e sugere-se que iniba linfocitos
T de uma maneira aparentemente seletiva (YAMADA et al., 1992), com pouca ou
nenhuma ativacéo sobre linfocitos B (SEYMOUR, 1997), néo interferindo na
resposta humoral.

O mecanismo molecular da CsA estd baseado na ligag@o da droga a
ciclofilina — proteina intracelular de ligagao da familia das imunofilinas. Esta
ligac@o resulta na inibicdo da calcinerina-fosfatase que é regulada pelo complexo
calcio/calmoduiina (CLIPSTONE et al., 1992).

O efeito da CsA no sistema imune ocorre nas células T via inibicdo de
fatores de transcricdo especificos, tais como NF-AT e NF-IL2A, os quais regulam
a transcricdo de genes das citocinas que normalmente estimulam resposta imune,
em particular o da IL-2 (CLIPSTONE et al.,, 1992).

Além da IL-2, a CsA inibe a transcricdo de uma variedade de outras
citocinas de ativac@o induzida e proto-oncogenes (c-fos, c-myc, c-srs, IL-4)
(RYFFEL, 1892).

No sangue a CsA estéd ligada a células e lipoproteinas. De 40 a 60% esta
ligada a eritrécitos e leucdcitos, e o restante a lipoproteinas. Menos de 5% da CsA
fica livre no plasma (GROEN, 1989; KAHAN, 1989).

Visto que a CsA fica armazenada nos adipdcitos, figado, puiméo, bago e
linfonodos (ATKINSON et al, 1982), ocorre sua lenta redistribuicdo sanglinea
apos cessar a terapia a longo prazo, mantendo uma baixa concentracdo sérica por

um periodo de tempo.
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A CsA é metabolizada por isoenzimas do sistema enzimatico hepatico do
citocromo P-450 (KAHAN, 1989). 14 metabdlitos da CsA s&@o reconhecidos e
apresentam substancialmente menor atividade imunossupressora do que a droga
nativa, mas eles tém efeitos toxicos (KAHAN, 1989). 90% destes sdo excretados

do figado na bile e eliminados nas fezes (BUTTON et al., 1982).

2.2.1.3 - Efeitos colaterais da CsA

A CsA produz efeitos colaterais indesejaveis, sendo o rim e o figado os
6rgdos mais afetados (CARP et al., 1997, SEYMOUR et al., 1997).

A nefrotoxicidade da CsA tem sido relatada por varios autores
(PALESTINE et al,, 1984; PAGE et al., 1986, VON GRAFFENRIED et ai., 1986).
Segundo KAHAN (1989), o efeito nefrotdxico da CsA ocorre devido a uma
vasoconstricdo da arteriola aferente, causando a diminuicdo da taxa de filtragdo
glomerular, reducéo do fluxo sangliineo renal e aumento da resisténcia vascuiar
renal. A longo prazo pode causar hipertenséo renal, lipidemia e levar a fibrose
intersticial (MATHIESON, 2000). Estes efeitos podem ser reversiveis com a
diminuigao da dose da droga.

Tambeém foram relatados hepatotoxicidade, hipertensao arterial, fadiga,
anemia, hiperuricemia, infec¢des oportunistas, e hidradenite da axila (PALESTINE
et al., 1984; VON GRAFFENRIED et al., 1986). VON GRAFFENRIED et al. (1986)
também relataram hirsutismo, hipercalcemia, mialgia e neurotoxidade.

GIJTENBEEK et al. (1999) descreveram a neurotoxicidade da CsA que

pode causar tremor, agitacdo, insdnia, ansiedade, cefaléia, amnésia, confuséo,
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desorientacdo, diminuicdo da sensibilidade (parestesia), alucinacdes, desmaios,
cegueira cortical, fragueza motora e ataxia.

Também foram relatados aumento gengival (PAGE et al., 1986),
anemia aplastica, cirose hepatica, sindrome da angustia respiratéria do adulto e
diabetes melitus (DALEY et al., 1984; FU et al., 1999; NIEH et al., 1999; SPRATT
et al., 1999). A seguir, detalhes de algumas lesbes que podem acometer

individuos imunossuprimidos.

2.2.1.3.1- Infecgbes oportunistas

Os pacientes imunossuprimidos pela CsA possuem uma maior
susceptibilidade a infecgbes oportunistas por Citomegalovirus, Pneumocystis
carinii, Candida sp e infecgfes no trato urindrio, sendo que estas estéo
relacionadas ao uso prolongado da droga e conseqglente depressao das defesas
celulares (MIN et al., 1991).

Os pacientes tratados com CsA também podem ser acometidos por
infecgbes orais, principaimente de origens fungicas e virais (JOHN et ai., 1994;
ODOM, 1994; SEYMOUR et al,1997).

A candidose € a implicag@o mais freqlente de infecgao fungica nestes
pacientes (ALLEN et al., 1994; ODOM, 1994; SEYMOUR et al,1997). KING et al.
(1994) demonstraram que 10,1% dos paciente transplantados e tratados com CsA

apresentaram alguma forma de infecgdo por Candida.
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Citomegalovirus (CMV) e virus da herpes simpies (HSV) s&o os virus
mais freqUentemente envolvidos nas infecgdes virais de  paciente

imunossuprimidos pela CsA (KING et al., 1994; SEYMOUR et al., 1997).

2.2.1.3.2- Leucoplasia pilosa

A leucoplasia pilosa, descrita em 1984 (GREENSPAN et al.) parecia
estar associada exclusivamente em pacientes com infecgdo por HIV. Entretanto,
varios casos subsequentes foram relatados e confirmou-se que a les&o também
ocorre em pacientes transplantados e imunossuprimidos com CsA (GREENSPAN
et al., 1989).

KING et al. (1994) encontraram uma incidéncia de leucoplasia pilosa de

11,3% em pacientes transplantados renais e imunossuprimidos por CsA.

2.2.1.3.3- Neoplasias malignas

A maior susceptibilidade ao desenvolvimento de condi¢cdes malignas
em pacientes transplantados foi introduzida por PENN et al. em 1969.

HARDIE et al (1980) observaram que IesGes malignas se
desenvolveram em aproximadamente 45% dos individuos transplantados e que
receberam terapia imunossupessora sistémica com varia drogas, dentro de um
periodo de acompanhamento de 10 anos.

OLIVARI et al. (1980) relataram que pacientes tfransplantados
cardiacos recebendo terapia imunossupressora com CsA, apresentaram

incidéncia de 8% de malignidades.
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MILAHQOV et al. (1996) observaram 48 tumores malignos em 307
pacientes (15,6%) que receberam transplantes de Orgdos soélidos e foram
submetidos a terapia imunossupressora com CsA.

Segundo PENN (1996), na revisdo dos dados do Registro de Tumores
em Transplantados de Cincinnati, até 19985, foram relatados 8473 casos de
neoplasias malignas em 7938 pacientes que receberam transplante de orgdos
sélidos e foram tratados com CsA efou Azatioprina. Dos pacientes tratados com
CsA, 1223 eram casos de variados tumores de pele, 889 linfomas, 229 sarcomas
de Kaposi, 151 carcinomas renais, 69 carcinomas de Utero e 46 carcinomas de
vulva e perineo.

As lesbes malignas mais comuns em pacientes fransplantados e
tratados com terapia imunossupressora por CsA s&o: linfomas, sarcoma de
kaposi, canceres de pele e labio, carcinoma escamoso de colo de utero, vulva e
perineo (JACOBS et al., 1981; BIRKELAND, 1883; PENN, 1987).

Os linfomas s&o as neoplasias malignas mais comuns associadas ao
tratamento com CsA em humanos. A incidéncia anual estimada de linffomas em
pacientes fransplantados e tratados com CsA € de aproximadamente 1,4 a 3,6%
(NALESNIK et al., 1988). WILKINSON et al. (1989) relataram um aumento na
incidéncia de linfomas em pacientes tratados com altas doses de CsA.

MILAHQV et al. (1996) relataram uma incidéncia de 6,5% de linfomas
em pacientes transplantados cardiacos recebendo terapia imunossupressora com

CsA.
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PENN & BRUNSON (1998) afirmaram que pacientes transplantados e
tratados com terapia imunossupressora por CsA tém uma incidéncia de linfomas
28 vezes maior do que a populagéo normal.

Os tipos de linfomas que mais se desenvolvem em pacientes tratados
com CsA sdo os de células B (KOO et al., 1992), visto que na literatura existem
poucos relatos de linfomas de células T associados com terapia com CsA. KOO et
al. (1992) relataram caso de linfoma de céiulas B em paciente com psoriase
severa tratado com CsA.

O sarcoma de kaposi apds transplante de o6rgaos foi primeiramente
descrito por HARWOOD et al. em 1979. BENCINI et al. (1998) descreveram varios
casos de sarcoma de Kaposi em pacienies iransplantados renais recebendo
terapia com CsA.

ECDER et al. (1998) relataram uma incidéncia de sarcoma de Kaposi
de aproximadamente 3% em pacientes transplantados e imunossuprimidos pela
CsA.

Ha relatos de que o sarcoma de Kaposi em casos de transplante renal,
apresenta-se mais agressivo em pacientes medicados com CsA, quando
comparado com aqueles sob terapia imunossupressora com outras drogas
(BENCINI et al., 1998).

SIEGAL et al. (1990) descreveram o aparecimento de sarcoma de

kaposi nos tecidos gengivais de um paciente transplantado renal tratado com CsA,

apds infecgéo por citomegalovirus.
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QUNIBI et al., (1988) relataram um caso em que o sarcoma de Kaposi
desenvolveu-se em aumento gengival induzido por CsA.

Além dos linfomas e sarcoma de Kaposi, ha correlagdo positiva entre o
tratamento imunossupressor pela CsA com o desenvolvimento de carcinoma de
pele, carcinoma escamoso de colo de Utero, vulva e perineo (KINLEN et al., 1979;
PENN, 1987). Em um estudo com 842 pacientes com psoriase sob tratamento
com CsA, 6 pacientes desenvolveram tumores malignos de pele ou pré-malignos e
outros tumores sélidos numa media de 11,2 meses apods o inicio do tratamento

com CsA (KRUPP et al., 1990).

2.2.1.3.4- Neoplasias Bucais

Os relatos de que a CsA pode induzir neoplasias malignas incluem
varios tipos de tumores que podem acometer diversos locais do organismo,
inclusive regido de cabeg¢a e pescogo.

Casos de carcinoma de células escamosas em boca foram relatados
em pacientes sob terapia imunossupressora por CsA e um dos sitios mais
afetados foi o labio inferior (REGEV et al., 1992; THOMAS et al., 1993).

BALLHAUS et al. (1988) e NAMYSLOWSKI et al. (1994) relataram
casos de carcinoma de laringe em pacientes transplantados cardiacos recebendo
tratamento com CsA.

BILINSKA-PIETRASZEK et al. (2001) relataram casoc de tumor na

lingua de paciente sob terapia com CsA.,
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VARGA et al. (1991) descreveram caso de carcinoma que se
desenvolveu em hiperplasia gengival induzida por CsA, em paciente transplantado
renal recebendo terapia imunossupressora com esta droga.

YAMAMOTO et al. em 1996 relataram casc de adenocarcinoma na
rmucosa bucai em paciente com psoriase sob tratamento com CsA.

Ha também relatos de lesdes linfoproliferativas apés tratamento com
CsA, havendo casos descritos no seio maxilar (KOO et al., 1992; SHIONG et al.,
1992) e regido de orofaringe (FAIRLEY et al., 1990).

PAN et al. (1895) relataram caso de plasmocitoma extramedular
primario em aumento gengival induzido por CsA, em paciente transplantado renal
sob terapia imunossupressora com esia droga.

Alem disso, SIEGAL et al. (1980) e QUNIB! et al. (1988), relataram
casos de sarcoma de kaposi nos tecidos gengivais de pacientes transplantados

tratados com CsA, como ja descrito anteriormente.,

2.2.1.3.5- Epidemiologia das neoplasias malignas pes transplante

A epidemioclogia das malignidades em pacientes transplantados e sob
terapia imunossupressora devem ser avaliadas com cautela visto que muitas
varidveis devem ser consideradas como: tipo de terapia imunossupressora
(tratamentoc com apenas uma ou com associagdo de varias drogas) , graus de
imunossupressio (concentracao da droga e periodc de tratamentc
imunossupressor) e a variabilidade dos grandes ceniros em relatar todos os casos

(RINALDI et al., 2001).
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2.2 1.3 6- Carcinogénicidade da ciclosporina A {CsA)

O conceito de vigilancia imunoidgica, isto &, que o sistema imunoldgico
reconhece e destrdi as células malignas transformadas, foi primeiramente descrito
por BURNET, em 1971.

A evidéncia mais convincente do papel da resposta imune na protecao
contra a transformagdo maligna € o aumento do ndmero de malignidades em
pacientes farmacologicamente imunossuprimidos. Aventa-se varias hipéteses que
podem contribuir para o aumento do risco de céncer nestes pacientes. Nesse
sentido, sugere-se que a imunossupressao, danificando a imunovigilancia, pode
ser um importante fator, mas tais danos podem resuitar em um aumento em todos
os tipos de malignizagc&o. Como apenas alguns tipos de tumor tém uma fregliéncia
maior em pacientes transplantados, outros fatores podem estar envolvidos.

Outra hipdtese é que a estimulagdo antigénica cronica da presenca do
“transplante” pode contribuir para aumentar a frequéncia dos processos malignos
nos pacientes transplantados ( BIRKELAND, 1883).

Deve-se considerar também o papel dos oncogenes virais nos
pacientes fransplantados imunossuprimidos que s&c mais susceptiveis as
infecgbes virais, no geral. As varias malignizagbes citadas sao aquelas em que os
virus oncogénicos s&o considerados por desempenhar um importante papel na
sua etiopatogenia (HARRIS et al., 1981; COX et al,, 1891).

Por outro lado, demonstrou-se aumento na expressdo do fator de
crescimento transformador (TGF-B) e fator basico de crescimento de fibroblastos

(bFGF) e seus receptores na lamina prépria de hiperplasia gengival induzida por
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imunossupressores (SAITO, 1999). Do mesmo modo, JAMES et al. (1998)
verificaram aumento da expressac de TGF-B em hiperplasia gengival induzida por
CsA.

TGF-B e bFGF e seus receptores foram encontrados em tumores
malignos (KAI et al., 1996, MYOKEN et al., 1996) os quais preenchem funcdes
importantes para invasdo e metastase (KENOW et al., 1995; WRIGHT et al,
19986).

HOJO et al. (1999) demonstraram que células neoplésicas expostas a
CsA ‘“in vitro” dividem-se mais facilmente, apresentam mudancas na forma,
demonstram mobilidade aumentada e, ao contrério das células normais, podem
crescer sem estarem ancoradas a uma superficie sélida. Além disso, quando os
autores injetaram diferentes tipos de células tumorais em ratos imunossuprimidos
pela CsA, outros tumores secundarios se desenvolveram nos pulmdes na
presenga de CsA, 0 que nao ocorreu na auséncia da mesma. Em estudos “in vivo”
com camundongos, estes autores sugerem gue a CsA promove crescimento
tumoral por um mecanismo autbénomo, independente de qualquer efeito do
sistema imune. Eles relataram que a CsA promove a transcricéo e expressao do
gene do TGF-B, e este promove a invas@o e metdstase de células tumorais.
Além disso, eles demonstraram que as lesdes eram prevenidas quando 0s
animais foram tratados com anticorpos monocionais direcionados ao TGF-B.

Além disso, HERMAN et al. (2001) demonstraram que a capacidade de
reparo do DNA foi reduzida significativamente pela CsA, em estudos “in vivo” e “in

vitro”. Neste estudo, foram comparadas amostras de pacientes normais (controle),
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pacientes fransplantados tratados com azatioprina e prednisona (terapia dupla) e
pacientes transplantados tratados com azatioprina, prednisona e CsA (terapia
tripla). O reparo do DNA no grupo de pacientes recebendo a terapia tripla (com
CsA) foi de 679 + 64 cpm/10° células, significativamente menor que no grupo
controle com 1049 + 69 cpm/10° células. Nos pacientes recebendo terapia dupla o
reparo do DNA foi similar ao grupo controle. No estudo “in vitro”, HERMAN et al.
(2001) mostraram que a CsA leva a uma diminuicao significativa do reparo do
DNA quando comparada ao controle e ao tratamento com azatioprina e
prednisona, sejam elas administradas isoladamente ou associadas.

Apesar de existirem alguns relatos clinicos, ha escassez de
informacdes sobre a associagédo da CsA e desenvolvimento de cancer bucal. Hoje,
com o desenvolvimento de servicos especializados em transplantes e
concomitante tratamento desses pacientes com a CsA, ¢é importante a

investigacéo da associagéo dessa droga com o céancer bucal.

2.2.2- CARCINOGENESE BUCAL EXPERIMENTAL

2.2.2.1- DMBA (dimetilbenzantraceno)

O primeiro modelo bem sucedido de carcinogénese bucal em animais
experimentais foi descrito por SALLEY em 1954, consistindo na aplicagao de um
hidrocarboneto policiclicc aromatico — DMBA (dimetilbenzantraceno) a 0,5%,
diluido em acetona, na bolsa da bochecha de hamster. Este modelo foi utilizado

por muitos autores ( FUJITA et al., 1873; HASSAN et al., 1985). Entretanto, este
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modelo € questionavel pois a bolsa de hamster tem estrutura diferente da mucosa
bucal. Quando o DMBA foi usado na mucosa bucal de outros animais, nao houve

desenvolvimento de carcinoma com a mesma fregiéncia (SANTOS, 19899).

2.2.2.2- ANQO (4-nitroquinolina-1-6xido)

0O 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO), um potente agente carcinogénico,
foi sintetizado por OCHIAI et al. em 1943 a partir de uma quinolina que ao reagir
com peroxido de hidrogénio, incorpora um radical nitro (NAKAHARA et al., 1957).
O 4NQO sofre ativagdo metabédlica no organismo transformando-se entdo em
carcinégeno (BOYD & READE, 1988). Enzimas do tipo hidroxilase convertem o
4-nitroquinolina-1-6xido em 4-aminoguinolina-1-6xido (SUGIMURA et al., 1865).
Estes derivados do 4NQO induzem mutac&o em bases nitrogenadas, delecdes,
conversdes geneticas e aberragcdes cromossdmicas, além de quebras e trocas de
cromatina (NAGAQO & SUGIMURA, 1976).

Em 1957, NAKAHARA et al. causaram carcinoma de pele em
camundongos pincelados com 4NQO. Em 1965, FUJINO et al. aplicaram 4NQO
no labio de camundongos e descreveram carcinomas de labio e de lingua.

O modelo experimental de carcinogénese bucal com 4NQO tornou-se
mais usado quando, em 1973, WALLENIUS & LEKHOLM introduziram ¢ usc da
nitroquinolina {4NQQO) diluida a 0,5% em propilenoglicol na boca de ratos. A
nitroguinolina é hidrosscluvel e, quando aplicada no palato de ratos provoca a

formagao de carcinomas no palato e na lingua. Juntamente com 0 DMBA na bolsa
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de hamster, € o modelo mais usado para o estudo da carcinogénese bucal em

animais de experimentacgao.

2222 1- Método de aplicacdo do 4NQO

i

O 4NQO na boca foi inicialmente usado a 0,25% em benzeno no labio
de camundongos (FUJINO et al., 1985). Para o estudo de carcinomas de boca, o
4NQO é geralmente usado a 0,5% em propilenoglicol e aplicado com auxilio de
pincel no palato de ratos, 3 vezes por semana (WALLENIUS & LEKHOLM, 1976).

0O 4NQO também pode ser usado na agua de beber a 0,001% (KITANO
et al.,1992) ou na concentragao de 5, 10 e 20 ppm (TANAKA et al., 1986, 1890,
1995).

A concentragdo, assim como o periodo de aplicagdo do 4NQO
modificam a quantidade e o tempo de formacgédo das lesbes (SVENSSON &
HEIDEN, 1982).

SVENSSON & HEIDEN (1982) desenvolveram carcinomas no palato de
rato apos 30-35 semanas, aplicando-se 4NQO por 12 ou 22 semanas. WONG &
WILSON (1983) aplicaram 4NQO por 4, 8, 12, 16, 20 e 24 semanas, com
desenvolvimento de carcinoma em 85% dos animais apos 24 semanas. Em 1984,
STEIDLER & READE verificaram que a incidéncia de carcinomas & proporcional
ao periodo de aplicacdo do carcindgeno.

A susceptibilidade a acéo dos agentes carcinogénicos quimicos € ao
4NQO varia de acordo com a espécie e entre ragas de ratos. KITANO et al. (1992)

diluram 4NQO a 0,001% na agua de beber de sete racas de ratos aié
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apresentarem estado geral de caguexia. Todos desenvolveram carcinomas de
boca e em outras partes do trato digestivo. Houve formacgdo de multiplos
carcinomas na lingua, gengiva inferior e superior, faringe e em algumas ragas na
faringe, laringe e traquéia. A raga Dark-Agouri apresentou menor sobrevida,

171,10; Sprague-Dawley 18621 e os da raca Wistar-Furth tiveram maior

sobrevida, 238,24 dias.
FISKER et al. (1990) mostraram a correlagdo entre a freqléncia de

aplicacao do 4NQO e o grau de hiperplasia epitelial do palato de ratos.

2.2.2 2.2- | esbes bucais causadas pelo 4NQQO

A aplicacdo de 4NQO no palato, assim como o consumo na agua de
beber causa carcinomas no palato, lingua e mandibula. Antecedendo os
carcinomas ha formacao de hiperplasias, hiperqueratose, leucoplasias, papilomas,
displasia focal acantolitica (DFA), displasias e carcinoma “in situ” (SANTOS,

1999).

2.2.2.2 3- Aspectos microscopicos das lesdes causadas pelo ANQO

A hiperplasia epitelial geralmente esta associada a hiperqueratose. A
camada cornea esta mais espessa e a interface epitelio-conjuntivo mais longa €
interdigitada. Nas regides de hiperqueratose e displasia verificou-se por
histoguimica um aumento de lipidios das celulas epiteliais, e nos carcinomas a

diminuico (MATTHEWS et al., 1986).
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RICH & READE (1988) descreveram, apos 12-16 semanas, displasias
semelhantes as gue ocorrem em humanos, baseando-se nos critérios de SMITH &

PINDBORG (1969), o que foi confirmado por NAUTA et al. (1995).

A displasia epitelial compreende alteracbes atipicas que comecam na
porg@o basilar e parabasilar do epitélio. Quanto mais displasico o epitélio se torna,
mais as mudangas epiteliais atipicas se estendem para envolver toda a espessura
do epitélio. (VAN DE WAAL, 1997)

As alteragdes histomorfoldgicas do epitélio displasico podem ser vistas
como: cristas interpapilares bulbosas ou em forma de gota, perda da polaridade
das celulas basais (perda de maturagdo progressiva em diregdo a superficie),
estratificac&o irregular do epitélio, queratinizacéo de células individuais ou grupos
de células na camada espinhosa e perda de coesdo celular tipica (SMITH &
PINDBORG, 1969; VAN DER WAAL,,1997).

As alteragdes histopatoldgicas das células epiteliais displasicas
incluem: nucleos e ceélulas maiores, nucléolos grandes e proeminentes, aumento
da razdo nucleo/citoplasma, nucleos hipercromaticos, pleomorfismo celular e
nuclear disceratose (ceratinizagdo prematura de células individuais), aumento da
atividade mitdtica, presenca de mitoses atipicas (mitoses explosivas ou acima da
camada basal). (SMITH & PINDBORG, 1969; VAN DER WAAL,1997).

Quanto & gravidade ou intensidade, a displasia epitelial & classificada
em:

» Displasia epitelial branda: refere-se as alteragbes limitadas principalmenie as

camadas basal e parabasal.
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o Displasia epitelial moderada: demonsira o envolvimento desde a camada basal
até a porgcdo média da camada espinhosa.

¢ Displasia epitelial severa: apresenta alteracgdes desde g camada basal até um
nivel acima da porg@o media do epitélio (VAN DER WAAL, 1997).

QO Carcinoma “in situ” é definido como células epiteliais displasicas que
se estendem da camada basal a superficie da mucosa (mudanga “de cima para
baixo”). O aspecto importante é que n&o existe invasdo, apesar das células
epiteliais atipicas parecerem exatamente igual as do carcinoma de células
escamosas (VAN DER WAAL, 1997).

A disqueratose focal acantolitica (DFA) & uma aiteragdo epitelial
caracterizada pela presen¢a de fendas suprabasais, contendo células acantoliticas
e disqueratdticas eosindfilas (NAVARRO, 1882). Ha associagdo com
hiperqueratose, paraqueratose e hiperplasia da camada basal. De acordo com
PRIME et al. (1986) ha aumento do numero de dreas de DFA no palato e na
lingua de ratos com o aumento de tempo em exposicdo ao 4NQO. Segundo
NAVARRO et al. (1992) a sialoadenectomia favorece o desenvolvimento de DFA
no palato e na lingua de ratos. Considera-se que a DFA causada pelo 4NQO néo
evolui para carcinoma (NAVARROQO, 1992).

0O Carcinoma microinvasivo compreende um aspecto inicial da invasio
da lamina propria pelas células epiteliais atipicas, 0 qual pode ser considerado um
intermedidrio entre o carcinoma “in situ” e o carcinoma espinocelular francamente

invasivo (NAVARRQ, 19382).
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O carcinoma de células escamosas & caracterizado por ilhas e corddes
invasivos de células epiteliais malignas, que apresentam diferenciagéo em direcdo
a uma morfologia escamosa. As células geralmente apresentam abundancia de
citoplasma com nuclecs grandes € um aumento da raz&o nucleo-citoplasma. Sao
vistos variados graus de pleomorfismo celular e nuclear. O produto normal do
epitélio escamoso € a queratina, e “perolas de querating” s&o produzidas por ilhas
do epitélio escamoso, que amadurecem para formar um foco redondo e localizado
de ceratina. Células isoladas também podem sofrer a ceratinizagéo individual.

A graduagdo representa a avaliag@o histopatoldgica do grau em que
estes tumores se parecem com seu tecido original {epitélic escamoso) e produzem
seu produto normal (ceratina) (ANNEROTH et al., 1986).

As lesPes sao graduadas em uma escala de | a Ill. O grau
histopatolégico do tumor é relacionado ao seu comportamento bioldgico. Os
tumores mais indiferenciados recebem os numeros mais altos (ANNEROTH et al,
1986). O carcinoma de células escamosas “grau ' ou *baixo grau” ou “bem
diferenciado” € um tumor cujas células sdc muito parecidas com seu tecido de
origem. O carcinoma de células escamosas “‘grau I’ ou “alto grau” ou
‘pobremente diferenciado” ou “anapiasico” & um tumor com maior pleomorfismo
celular e nuclear, com pouca ou nenhuma producgao de queratina e dificil de ser
identificado como originario do epitélio. O carcinoma com uma aparéncia
microscépica entre estes dois extremos & rotulado como um carcinoma “grau Il ou

‘moderadamente diferenciado”. (ANNERQOTH et al., 1986).
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2.2.2.2.4- Carcinogénese pelo 4NQO

A carcinogénese guimica experimental pode ser amplamente dividida
em 2 estagios: iniciagéo e promogao (BERENBLUM & SHUBIK, 1947; BECKER,
1981). A iniciacdo resuita da exposicéo das células a uma quantidade apropriada
de agente carcinogénico (iniciador) que causa lesdo permanente do DNA. Por
conseguinte € rapida e irreversivel e as células se comportam como tumorais
latentes (CAIRNS, 1981). A dose inicial de um carcinégeno completo é definida
como a menor na qual ndo causa tumor. A dose iniciadora de 4NQO é
considerada por FISKER et al. (1987) de 10 pl a 0,5% (255nmol), apds 2,5 anos
de observacao, ou seja, uma dose maior provoca carcinoma. Entretanto, apenas a
iniciacao ndo e suficiente para a formagéo de tumor.

Os agentes promotores induzem tumores nas células previamente
iniciadas porém n&o séo tumorigénicos em si. As alteragdes celulares recorrentes
da aplicagdo dos promotores s&o reversiveis e ndo causam dano permanente ao
DNA (YING et al., 1982).

O 4NQO aplicado por longos periodos atua como iniciador e promotor
da carcinogénese, j& que o agente promotor pode ser o proprio carcindégeno
aplicado continuamente ou qualquer irritante inespecifico (BERENBLUM &

SHUBIK, 1947; BECKER, 1981).
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2.3- MATERIAL E METODOS

2.3.1- ANIMAIS

No total, foram utilizadas 70 ratas (Ratus norvergicus albinus, Wistar),
com peso inicial de aproximadamente 100 - 150g, alimentadas com &gua e ragao.
As ratas foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos e submetidas a diversos

tipos de tratamento como mostra a tabela 1.

Tabela 1- Distribuigdo do namero total de ratas nos grupos conirole, tratadas com CsA ou com
NQO e tratadas com NQO+CsA.
Grupos Controle CsA NQO NQO+CsA
(m

70 12 14 11 33

As ratas que morreram antes do periodo estipulado para o©
encerramento do experimento (240 dias) foram sendo substituidas por novas
ratas, as quais completaram o experimento. Durante todo o periodo experimental

as ratas foram pesadas semanalmente.

2.3.2- CICLOSPORINA A (CSA)
A Ciclosporina A" armazenada em ampolas na concentracdo de

50mg/mi, foi diluida em solugao autoclavada de NaCl (0,9%) na concentracao final

* Sandimmun (Novartis)
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de 10 mg/mi. A solucdo de CsA foi administrada nos animais dos grupos CsA e

NQO+ CsA, na concentracdo de 10mg/Kg de peso corporal/dia, por via

subcutanea (WASSEF et al., 1985) durante todo periodo do experimento.

2.3.3- OXIDO DE NITROQUINOLINA (NQO)

O Oxido de Nitroguinolina (NQO)" diluido a 0,5% em propilenoglicol foi
pincelado no palato dos ratos, ndo anestesiados, com auxilic de uma pinga
anatomica e pincel n° 04, trés vezes por sémana, em dias alternados, apods 8 dias
do inicio da administracdo da CsA. A aplicagéo foi feita com Unico movimento, da
regido posterior para a anterior do palato. Estima-se que a quantidade do
carcinogeno aplicado seja de 14 nug ( FISKER et al., 1990). Apds cada aplicagéo
do carcinégeno, os ratos eram privados de agua por 2 horas.

O procedimento de aplicagdo requer pelo menos duas pessoas de tal
forma que uma segura o animal, sendo que ele n&o serd anestesiado, e a outra
abre sua boca e pincela a droga. Ambos os procedimentos devem ser feitos
cuidadosamente, de forma a ndc machucar o animal, Foram adotados
procedimentos adicionais de controle de contaminagdo visto que a droga é
carcinogeno potente. As bancadas utilizadas eram sempre cuidadosamente

forradas e o papel descartado em lixo hospitalar contaminado.

* 4-nitroquinoiine-1-Oxido (Sigma)
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Apods 240 dias (08 meses) do inicio do experimento, periodo que se
verificava o aparecimento de lesdes intrabucais, os animais foram mortos com

injecéo letal de anestésico. Foram retirados lingua, maxila, mandibula e as pegas

foram fixadas em formol tamponado (pH 7,4) a 10%. Os animais gque foram a 6bito

antes do periodo estipulado de 240 dias n&o foram utilizados neste experimento.

2.3.4- OBSERVAGOES MACROSCOPICAS
As pecas retiradas das ratas foram avaliadas e foi realizada a descri¢ao
macroscopica das lesfes e anormalidades observadas no palato e lingua

seguindo aiguns critérios listados no quadro 1.

Quadro 1- Critérios de avaliac@io macroscépica das lesfes presentes na lingua e palato das ratas
Lingua

1- Presenga de mucosa esbranquicada

2- Alteracio nas papilas linguais

3- Aspecto papilomatoso

4- Presenca de dlceras

Palato

1- Presenca de mucosa esbranquicada

2- Perda da definicao das rugosidades palatinas
3- Aspecto papilomatoso

4. Presenca de dlceras

As observacBes macroscopicas descritas foram transferidas para um
esquema da lingua (FIG 1) e do palato (FIG 2) para melhor quantificar e qualificar

as lesbes.

" Francotar/Vyrbaxyl — quetamina/cloridrato de xilazina (Virbac)
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Figura 1- Esquema da lingua de rato utilizado para a descrigdo macroscopica das lesbes bucais

provocadas pelo NQO

AT
— 77/ &5;

()

Figura 2- Esquema do palato de rato utilizado para a descrigdo macroscopica das lesfes bucais

provocadas pelc NQO
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Foram realizadas fotografias dos aspectos macroscdpicos de todas as

pecas afim da documentagao dos aspectos clinicos das lesdes.

2.3.5- OBSERVAGOES MICROSCOPICAS

Apos a avaliagdo macroscopica, as pegas foram cuidadosamente
reduzidas respeitando a localizacdo das lesbes e seus fragmentos foram
processados para a inclusdo em parafina. Foram realizados cortes de 4 um, 0s
quais foram colocados em laminas silanizadas. Os cortes foram corados pela
técnica de H/E para avaliaggo histomorfologica..

A anadlise descritiva dos padrbes morfologicos da lingua e do palato foi
realizada em microscopia de luz transmitida comumente. De acordo com o0s
achados histologicos, as lesdes foram classificadas segundo os critérios utilizados

na Quadro 2. Estes foram associados s manifestagdes clinicas encontradas.

Quadro 2. Critérios de classificacdo microscopica das alteragbes presentes na lingua e palato das
ratas dos grupos controle, tratadas com CsA ou NQO e tratadas com CsA+NQO.

Lingua

1- hiperqueratose e acantose (compativel com leucopiasia)

2- displasia leve

3- displasia moderada

4- displasia severa

5- carcinoma microinvasivo

6- carcinoma espino celular grau | (bem diferenciado)

7- carcinoma espino celular grau il (moderadamente diferenciado)
8- carcinoma espino celular grau ili (pouco diferenciado)

Palato

1- hiperqueratose e acantose (compativel com leucoplasia)

2- displasia leve

3- displasia moderada

4- displasia severa

5. carcinoma microinvasivo

6- carcinoma espino celular grau | (bem diferenciado)

7- carcinoma espino celular grau | (moderadamente diferenciado)
8- carcinoma espino celular grau il (pouco diferenciado)
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2.3.6. ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica dos dados foi realizada afim de contribuir com a

interpretacdo dos resultados observados.

Para avaliar a propor¢ao de animais por grupo foi utilizado um teste
Qui-quadrado. Para avaliar o periodo de sobrevida dos animais e 0 ganho de peso
corporal foram utilizados andlise de variancia c teste para comparagbes muitiplas
de médias de Tukey, afim de verificar quais das médias dos grupos diferiram entre

si. Foi adotado um nivel de significancia de 5%.

As variaveis da andlise macroscopica e analise microscopica
cbservadas s&0 dados de natureza nominal. Portanto, optou-se pela aplicacéo de
estatisticas ndo-parameétricas. Foram selecionados os testes de Kruskal-Wallis,
para comparacao de todas as médias entre si, e quando foram detectados efeitos
significativos por este teste, realizou-se o teste de Wilcoxon, para comparacéo das

medias duas a duas. Foi adotado um nivel de significancia de 5%.
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2.4- RESULTADOS

2.4.1- RATAS

Do total de ratas utilizadas 28 morreram antes do pericdo de 240 dias
(periodo final), as quais foram substituidas por outras de modo que completasse o
numerc de animais previsto para o grupo. As que morreram antes de 240 dias nac
foram utilizadas para a discussdo dos resultados.

A tabela 2 e FiG 3 mostram o ndmero de ratas utilizadas no trabalho e
gue morreram anies do final do experimentc & as ratas gue foram sacrificadas

com 240 dias, e utilizadas para a discussio dos resultados.

Tabela 2. Animais perlencenies aos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e iratadas com
ANQO+CsA que morreram anies de 240 ou que foram sacrificados aos 240 dias .

Grupos Controle CshA SMNGO ANQO+CsA
Ratas morias anies de 240 g 4 5 19
dias
Ratas sacrificadas com 240 12 10 8 14
dias
Total de animais 12 14 11 33
% 17.14 B 200 B 1571 & 47 14 &

* Valores sequidos de letras iguais nZo diferem entre si pelo teste Qui-guadrado com nivel de
significAncia de 5% (p<0.03)
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Porcentagem de animais

NQO+CsA Controle CsA NQO

Grupos

Figura 3. Grafico da porcentagem de animais periencenies aos grupos Controie, tratadas com CsA
ou 4NQO e iratadas com 4NQO+CsA,

* Barras com letras iguais n&o diferem entre si pelo teste Qui-quadrade com nivel de significancia
de 5% {p<0.05)

2.4.1.1- Pericdo de sobrevida

A Tabela 3 e FIG 4 mostram que o tratamento com CsA associado com
ANQO, diminuiu significativamente a scbrevida das ratas. Quando os iratamentos

foram administrados separadamente a sobrevida foi semelhante.

Tabela 3. Médias e desvip padrio do Periodo de sobrevida {em dias) dos animais dos grupos
Controle, tratados com CsA ou ANQO e fratadas com 4NQO+CsA.

Srupo n Média
Controle 12 28000 £ 0 &
CsA 14 19242 & 8708 a8
4NQO 11 183.18 = 6530 as
ANGO+CsA 33 14242 + 91668 g

* Médias com letras iguals ndo diferem entre si pelo Tesie de Tukey com nivel de significincia de
% {p<0.05)
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Periodo de sobrevida (dias)

Conircle CsA NQO NQO+CsA

Grupo

Figura 4. Grafico do pericdo de sobrevida (em dias) dos animais periencentes a0s grupos
Controle, tratadas com CsA ou 4NQO ¢ tratadas com 4NQO+CsA

* Miédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de
5% {p<(.05)

2.4.1.2- Peso corporal

A iabela 4 apresenta as meédias do ganho de peso corporal das ratas

dos grupos Controle, fratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com associagdo de

ANQO e CsA

Tabela 4. Médias & desvio padrio do ganho de peso corporal das ratas dos grupos Controle,
fratadas com UsA ou 4NCQO e tratadas com 4NQO+CsA,

Grupo (] Media
Controle 12 180.83 + 2745 A
CsA 14 160.00 = 38.51 &
4MNQO 11 13333 + 2065 A
ANQO+CSA 33 126.42 + 48.01 A

* pédias com lefras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de
5% (p<0.05)
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A FIG 5 ilustra a media dos pesoes (em gramas) das ratas durante todo
o pericdc experimental (em dias).

Observa-se que ©0S8 pesos corporais das ratas permaneceram
semelhantes até ¢ periode de 60 dias, independente do tratamento recebido. A
partir desse periodo, as ratas tratadas com a associagdo de 4NQO e CsA tiveram
ganho de pesos menores em relagdo aos culros grupos. Ainda pode ser notado
que as ratas tratadas somente com CsA ou 4NQO tiveram médias de peso

menores do que as do grupo controle, consecutivamente.

350 -

300 -
T e - | —s— Controle |
£ | |
% (g C8A
% NQO |
@ 200 e NQO+HCSA |
a.

150

100

T 30 60 90 120 150

Periodo (dias)

180 210 240

Figura 8.  Grafico da média de peso corporal (g} das ratas pertencentes ass grupos Controle,

tratadas com CsA ou 4NQO e irgtadas com 4NQO+CsA, durante o periodo do experimento

46



Efeite da imunossupressio pefa ciclosporing A sobre a carcinogénese pelo NGO nos fecidos bucals de ratos
Resuliados

Na analise de variancia para o esitude do ganho de pesc dos animais
encontrou-se um valor-p<0.05 indicando diferenca entre as médias dos grupos.
Entretanto, o teste de Tukey falhou em detectar indicios de diferencgas entre as
médias de ganho de peso dos grupos.

Desta forma, foram construidos um conjunte de contrastes criogonais
(1 e 2) para testar hipoteses personalizadas. O coniraste 1 comparou a média de
ganho de peso corporal das ratas tratadas com a associacio de 4NQO e CsA com

a média dos demais grupos.

Ganho de peso {gramas)

NQOC+CsA

Contraste 1

Figura 6. Grafico do confrasie enire as médias de ganho de peso {em gramas) dos animais do
grupo ANGO+C3A vs oulros grupos.

* Médias com letras iguzis n8o diferem entre si airavés do leste de Tukey com nivel de
significancia de 5% (p<0.05)
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Atraves do coniraste 1 observou-se gue a média de ganho de peso dos
animais do grupo tratado com a associacgo de 4NQO e CsA foi significativamente
inferior @ média de ganho de peso dos demais grupos, conforme os dados da

tabela 4 e da ilusiracdo da FIG 8.

No contraste 2, comparou-se a media de ganho de pesc dos animais
tratados com 4NQO, seja no grupo 4NQO ou no grupo tratado com a associagdo
de 4NQO e CsA, com a média dos grupos que ndo foram tratados com 4NQO, ou

seja, Controle e ratas tratadas somente com CsA

Ganho de peso (gramas}
&
<
|

Conirole & CsA NGO e NQO+CsA

Contraste 2

Figura 7. Grafico do contraste entre de Ganho de peso dos animais {em gramas) dos grupos que
receheram e gue ndo receberam iratamenio com 4NQOC.

Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%
(p<0.05)
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Fol possivel detectar que a média de ganho de peso dos animais do
grupo controle e que receberam o tratamento somente com CsA foi
significativamente superior 2 media das animais tratadas somente com 4NQO e
tratadas com a associacdo de 4NQO e CsA, através da analise do contraste 2

conforme ilustrado na FIG 7.

O conjunto de contrastes ortogonais foi finalizado com a comparagao
entre os grupos de animais que receberam ¢ tratamento 4NQO e o tratamento
com a associagao de 4NQO e CsA, o qual revelou a inexisténcia de indicios de

diferengas entre as médias dos dois grupos.
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2.4.2- ANALISE MACROSCOPICA
2.4.2.1- LLingua

As linguas das ratas do grupo Controle e as das ratas tratadas somente
com CsA nao tiveram alteracdes, apds 240 dias de tratamento (FIG 12).

Estas linguas que néo receberam tratamento com 4NQO apresentaram
a superficie dorsal recoberta pela membrana mucosa integra, contendo as papilas
linguais caracteristicas sem alteragdes. A porgéo dorsal da lingua era separada
em porgao anterior (bucal) e posterior (faringea) pelo sulco terminal em V,
composto pelas papilas circunvaladas, entretanto esta separagéo nem sempre era
visivel macroscopicamente.

O tratamento com 4NQO aumentou significativamente (p<0.05) as
alteracdes linguais. Com a associagdo dos tratamenios 4NQO e CsA, o numero de
alteracées linguais foi maior quando comparado aos demais grupos (tabeia 5).

Estes dados serdo abordados separadamente.

Tabela § Numero de alieracdes macroscopicas presentes na lingua das ratas dos grupos
Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA, expressas em

porcentagem.
Grupo Presenca de Alteracao das Les&o Presenca de
lesdo branca papilas linguais Exofitica tlceras
4NQO + CsA 100 A 100 A 42,85 A 7142 A
4NQO 66,66 8 66,66 B 0 AB 66,66 A
Controle ¢ ¢ 0 c 0 B 0 8
CsA 0 ¢ 0 C 0 8 0 8

* Letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significAncia de 5%
{p<0.05)
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2. 4.2 1.1- Presenca de lesOes brancas - lingua

As lesdes brancas apareceram como regides irreguiares com superficie
esbranquicada e levemenie opaca, com tamanhos variaveis, aparecendo

localizadas ou em varias regides (FIG 13 a 20).

A porcentagem de lesbes brancas presentes na lingua do grupo de
ratas tratadas com a associaggo de 4NQO e CsA foi significativamente superior as
de todos 0s demais grupos. Também observou-se gue a porcentagem destas
lesdes presentes no grupo 4NQO foi superior 2 dos grupes Controle e CsA, cujos

valores néc diferiram entre si. A comparacao das porcentagens de lesdes brancas

sdo ilustradas na FIG 8.
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Figura 8. Gréfico da porcentagem de lesbes brancas, presente na lingua das ratas dos grupos
Conirole, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA.

* Médias com ietras iguais ndoc diferem enire si através do teste de Wiicoxon com nivel de
significéncia de 5% {(p<0.08)
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2 4.2 1.2- Alferactes das papilas linqguais

A superficie dorsal das linguas apresentavam aspecto irregular, devido
a presenca de atrofia ou hipertrofia das papilas linguais. As areas de atrofia
consistiam de regifes onde a superficie dorsal da lingua apresentava-se lisa e
brilhante. Nas regides de hipertrofia as papilas linguals apresentavam-se maiores,

dando um aspecto de lingua “pilosa” (FIG 13 a 20).

A porcentagem de alteragbes das papilas linguais do grupo tratado
com a associacao de 4NQO e CsA foi significativamente superior as dos demais
grupos. Além disso, a porcentagem presente no grupc 4NQO foi significativamente

superior a dos grupos Controle e CsA, os guais ndo diferiram entre si (FIG 9).
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Figura 8.  Gréfico porcentagem de alterac8o nas papilas linguais, presente nas ratas dos grupos
Controle, iratadas com CsA ou 4NQO g fratadas com 4NQO+CsA.

* Wédias com letras iguais ndo diferem entre si alravés do ieste de Wilcoxon com nivel de
significancia de 5% (p<0.05)
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2.4.2.1.3- Presenca de lesfes exofiticas- linqua

As lesbes exofiticas consistiam em crescimentos papilomatoscs,
exofiticos, em dedos de luva, com tamanhos € localizagbes variaveis (FIG 15 a

19).

Observou-se que a porcentagem de lesBes exofiticas presente na
lingua das ratas tratadas com a associac@o de 4NQO e CsA foi significativamente
superior as das ratas dos grupos Controle € CsA. Embora a porcentagem de
lesGes exofiticas presentes na lingua da ratas tratadas com a associacdo das
drogas tenha sido maior do que a das ratas tratadas somente com 4NQO (n=0),
ndo houve indicios estatisticos que permitam afirmar que os grupos difiram

significativamente entre si.

Entretanto, observou-se que a porcentagem dos grupos 4NQQO, CsA e
Controle s&o iguais (0). Pode-se afirmar entdo, que houve diferenca entre os
grupos tratadas com 4NQO e tratadas com a associagdo de 4NQO e CsA, porém
n&o detectado pelo teste estatistico. A porcentagem de lesfes exofiticas do grupo
de ratas tratadas com 4NQO nao diferiu significativamente da dos grupos Controle

e CsA (FIG 10).
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Figura 10. Grafico da porcentagem de lesdes exofiticas, presente nas linguas das ratas dos
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA,

* Médias com letras iguais ndo diferem enire si airavés do teste de Wilcoxon com nivel de
significancia de 5% {p<0.05)

2.4.2 1.3- Fresenca de dlceras- linqua

As ulceras presentes na lingua variavam em tamanho, podendo ser
peguenas ou ulceragbes deformantes. Eslas geralmente eram arredondadas e
continham material amorfo que variava de coloracdo esbranquicada a

acastanhada (FIG 13, 14 e 17 a 20).

Observou-se na FIG 11 que a porcentagem de lesdes ulcerativas
oresentes na lingua das ratas tratadas com 4NQO e tratadas com 4NQO e CsA

foram semeihantes. Porém, ambas foram significativamente maiores do gue as
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dos grupos de ratas Controle e tratadas somente com CsA, que também néo

diferiram entre si.
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Figura 11. Gréfico da porcentagem de diceras, presente nas linguas das ratas dos grupos

Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA
* Médias com letras iguais ndo diferem entre si através do teste de Wilcoxon com nivel de
significancia de 5% (p<0.05)
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Figura 12- Aspecto macroscopico da
lingua de rata que n&o recebeu
nenhum dos tratamentos. Observa-se
o aspecto de normalidade. A regido
anterior apresenta 0 “sulco” lingual
(seta) e a posterior o tubérculo

intermolar (T1).

Figura 13- Aspecto macroscépico da
lingua de rata tratada com 4NQO,
apresentando mucosa esbranquicada,

atrofia de papilas e dlcera.

Figura 14- Aspecto macroscopico da
lingua de rata tratada com 4NQO,
apresentando ulcera na regido de
tubérculo intermolar. Ha presenga de
mucosa esbranquicada e atrofia de

papilas.
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Figura 15- Aspecto macroscopico da
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA apresentando papiloma de
aspecto verrucoso. Ha alteragcdo nas
papilas linguais e lesdes
esbranquicadas espalhadas pelo
dorso da lingua

Figura 16- Vista lateral da figura
anterior mostrando o papiloma e
evidenciando as lesbes
esbranquicadas e as alteragbes das
papilas linguais.

Figura 17- Aspecto macroscopico da
lingua de rata tratada com a
associacdo de 4NQO e CsA
apresentando lesdo exofitica e lesdo
ulcerada, além de presenca de
mucosa esbranquicada e alteracdo
das papilas linguais.
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Figura 18- Aspecto macroscépico da
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando lesfo exofitica
com dlcera deformante, envolvendo
toda a regido posterior da lingua, além
de mucosa esbranquigada e alteracdo
das papilas linguais.

Figura 19- Vista lateral da figura
anterior  evidenciando que a
associacdo de 4NQO e CsA causa
lesbes mais agressivas, causando até
deformacgdes.

Figura 20- Aspecto macroscépico da
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando Ulcera na regido
de tubérculo intermolar. Ha presenca
de mucosa  esbranquicada e
hipertrofia de papilas.
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2.4.2.2- Palato

Os palatos das ratas do grupo Controle e as das ratas tratadas com

CsA nao tiveram alteracdes, apos 240 dias de tratamento (FIG 25).

Estes palatos que nao receberam tratamento com 4NQO,
apresentavam rugosidades palatinas lisas na regido antemolar e trés rugosidades
em forma de M e duas em forma de V na regido intermolar. Na regido posterior
aos molares observa-se uma linha esbranquicada denominada de ponte
transversa (PT) a qual separa o palato duro do palato mole.

O tratamento com 4NQO aumentou significativamente (p<0.05) as
alteracbes palatinas. Com a associagdo do tratamento com 4NQO e CsA, o

numero de alteragdes foi maior quando comparado aos demais grupos (tabela 6).

Tabela 6. Nimero de alteragGes macroscépicas presentes no palato das ratas dos grupos
Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA, expressas em

porcentagem. '
Grupo Presenca lesdo Perda de definicdo das Lesdo Presenca de
branca rugosidades palatinas Exofitica Ulceras
4NQO + CsA 64,28 A 100 A 64,28 A 71,42 &
4NQO 83,33 A 83,33 A 33,33 A8B 66,66 A
Controle 0 8 0 B 0 B 0 B
CsA 0 B 0 B 0 B 0 B

* Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%
(p<0.05)

Também foi observada a presenca de aumento gengival nas ratas

tratadas com CsA, ja bem estabelecido na literatura, mas nao relevante para este

trabalho.
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2.4.2.2.1- Palato — Presenca de Lesfes brancas

As lesbes brancas apareceram como regides irregulares com superficie
esbranquicadas e levemente opacas, com tamanhos variaveis, aparecendo
localizadas ou em varias regides (FIG 26 a 30). Observou-se que a porcentagem
de lesbes brancas no palato das ratas tratadas somente com 4NQO foi superior a
das ratas tratadas com a associagdo 4NQO e CsA, mas néo estatisticamente
significante.  Verificou-se que as porcentagens de ambos diferem
significativamente das dos grupos Controle e CsA. Estes, por sua vez, ndo diferem

entre si (FIG 21).
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Figura 21. Grafico da porcentagem de lesBes brancas, presente no palato das ratas dos grupos
Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* | etras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%
{p<0.05)
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2.4.2.2.2- Perda de definicdo das rugosidades palatinas

A oprincipal alteragdo palatina presente era o aplainamento das
rugosidades palatinas presente no palato de ratas normais, principalmente na

regido intermolar (FIG 26 a 30).

Foi observado que as ratas tratadas com a associacio de 4NQO e CsA
apresentaram porcentagem de perda de definicdo das rugosidades palatinas
maior do que as do grupo tratadas com 4NQO, porém ndo estatisticamente
significante. Notou-se que as porcentagens dos grupos tratadas com a associacao
de 4NQO e CsA e tratadas com 4NQO foram significativamente superiores as dos

grupos Controle e CsA, os quais nao diferiram entre si (FIG 22).
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Figura 22. Gréfico da porcentagem de perda da definicdo das rugosidades palatinas, presente
nas ratas dos grupos Controle, fratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQQO+CsA

* |etras iguais ndo diferem enire si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significAncia de 5%
{p<0.05)
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2.4.2.2.3- Palato — Presenca de Lesfes exofiticas

As lesbes exofiticas palatinas consistiam em crescimentos
papilomatosos, exofiticos, em dedos de luva, com localizacbes e tamanhos

variaveis (FIG 28 a 30).

Observou-se que a porcentagem de lesdes exofiticas do grupo de ratas
tratadas com a associacdo de 4NQO e CsA foi significativamente superior as dos
grupos Controle e CsA. Embora a porcentagem do grupo da associagdo das
drogas tenha sido bem maior do que a do grupo tratadas com 4NQO, néo houve
diferenca estatistica entre ambos. Também n&o houve diferenca estatistica entre a

porcentagem do grupo tratadas com 4NQO e dos grupos Controle e CsA (FIG 23).
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Figura 23. Grafico da porcentagem de lesbes exofiticas, presentes no palato das ratas dos
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* | etras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%
{p<0.05)
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2.4.2. 2 4- Palato — Presenca de Ulceras

As Ulceras presentes no palato variavam em tamanho, podendo ser
pequenas ou ulceracdes deformantes. Estas geralmente localizavam-se na regido
intermolar podendo conter material amorfo de coloragdo variando de

esbranquicada a acastanhada (FIG 27 e 30).

Observou-se que a porcentagem de Ulceras presente nas ratas tratadas
com a associacdo de 4NQO e CsA e tratadas somente com 4NQQO néo diferiram
significativamente entre si. Porém, ambas diferem do segundo grupo formado por

ratas Controle e tratadas com CsA, que também nao diferem entre si (FIG 24).
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Figura 24. Gréafico das médias de postos (em escores) da varidvel presenca de presenca de
ticeras, presente no palato das ratas dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com
ANQO+CsA

* Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%
(p<0.05)
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Figura 25- Aspecto macroscopico do
palato de rata que ndo recebeu
nenhum dos tratamentos, mostrando
as rugosidades palatinas lisas na
regido antemolar (seta larga), 3
rugosidades em forma de M (seta
estreita) e 2 em forma de V ( * ) na
regido intermolar. Na regido posterior
aos molares observa-se uma linha
esbranquicada denominada ponte
transversa (PT) que separa o palato
duro do palato mole (PM).

Figura 26- Aspecto macroscopico do
palato de rata tratada com 4NQO
apresentando mucosa esbranquigcada
e perda de definicdo das rugosidades
palatinas.

Figura 27- Aspecto macroscopico do
palato de rata tratada com 4NQO
apresentando mucosa esbranquicada
generalizada e perda de definigdo das
rugosidades palatinas. H& presenca
de uma pequena ulceracdo na regiéo
intermolar (seta).
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Figura 28- Aspecto macroscopico do
palato de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando lesdo exofitica
presente na regido intermolar, além de
presenca de mucosa esbranquicada e
perda de definicdo das rugosidades
palatinas.

Figura 29- Aspecto macroscopico do
palato de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando lesbes exofiticas
na regido intermolar e na regido de
transicao palato/palato mole, além de
perda de definicAo das rugosidades
palatinas e mucosa esbranquicada.

Figura 30- Aspecto macroscopico do
palato de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando perda de defini¢cao
das rugosidades palatinas, mucosa
esbranquicada e lesdo papilomatosa
envoivendo os molares esquerdos
(seta larga) e dlcera envolvendo os
molares direitos ( seta estreita).
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2.4.3- ASPECTOS MICROSCOPICOS

2.4.3.1- Lingua

As linguas das ratas do grupo Controle e as das ratas tratadas com
CsA nao tiveram alteragbes, apos 240 dias de tratamento.

Estas linguas que ndo foram tratadas com 4NQO apresentavam
histologia normal, compostas por musculo estriado esquelético arranjado em
feixes longitudinais, transversais e verticais. A superficie era recoberta por uma
membrana mucosa. A porgéo ventral era revestida por epitélio estratificado pouco
ou nao queratinizado. A superficie dorsal era revestida por epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado. O sulco terminal em V era composto pelas *papilas
circunvaladas. A regido anterior apresentava as papilas filiformes (mais
abundantes) (FIG 37) e fungiformes (FIG 38) e nas bordas uma série de papilas
foliadas onde associam-se 0s botdes gustativos nas paredes adjacentes da papila.
O tecido conjuntivo era frouxo. As glandulas presentes eram serosas, mucosas e
seromucosas. Os acinos glandulares serosos e mucosos eram abundantes na
regido faringea.

O tratamento com 4NQO aumentou significativamente (p<0.05) as
alteracgdes linguais. Com a associacao do tratamento com 4NQO e CsA, o numero
de alteragdes linguais foi predominantemente maior quando comparado aos

demais grupos.
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A tabela 7 mostra as alteragbes observadas microscopicamente na

lingua das ratas dos grupos estudados, com vaiores expressos em porcentagem.

Tabela 7. Alteracdes microscépicas presentes na lingua das ratas dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO

e com 4NQO+CsA, expressas em porcentagem. Os numeros de 1 a 8 expressam as alteragbes
microscépicas observadas.

... Grupo 1 2 3 4 5 6 7e8
4NQO + CsA 100 A 92,8 A 71,4 A 64,2 A 571A 71,4 A 0
4NQO 83,3 A 833 A 83,3 A 16,6 AB 33,348 33,38 0
Controle 0 B 0 8 B 0 B 0 ¢ 0 BC 0
CsA 0 B 0 B : 0 B 0 B 0 BC 0 ¢ 0

1-hiperqueratose e acantose; 2-displasia leve; 3-displasia moderada; 4-displasia severa; 5-carcinoma microinvasivo;
6-carcinoma espinho celular grau I; 7-carcinoma espinocelular grau Il; 8-carcinoma espinocelular grau il.

* Letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%
(p<0.05) -

Estes resultados serdo explicados separadamente, a seguir.
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2.4.3.1.1- Linqua - Hipergueratose e acantose

A porcentagem de hiperqueratose e acantose presente nas linguas das
ratas tratadas com a associagdo de 4NQO e CsA foi superior a das ratas tratadas
somente com 4NQO, porém né&o significantemente estatistico. Entretanto, ambas
foram significativamente superiores as porcentagens dos grupos Controle e CsA,

os quais nao diferiram entre si (FIG 31).
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Figura 31. Grafico da porcentagem da variavel Hiperqueratose e Acantose, presente na lingua
das ratas dos grupos Controie, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de
5% (p<0.05).
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2.4.3.1.2- Lingua - Displasia leve

A porcentagem de displasia leve presente na lingua das ratas tratadas
com a associagao de 4NQO e CsA foi superior a das ratas tratadas somente com
4NQO, porém ndo teve significado estatistico. Entretanto, ambas foram
significativamente superiores as porcentagens dos grupos Controle e CsA, os

quais nao diferiram entre si (FIG 32).
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Figura 32. Grafico da porcentagem da varidvel Displasia Leve, presente na lingua das ratas dos
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significéncia
alfa de 5% (p<0,05).

69



Efeito da imunossupresséo pela ciclosporina A sobre a carcinogénese pelo 4NQO nos tecidos bucais de ratos
Resultados

2 4.3 1.3- Lingua - Displasia moderada

A porcentagem de displasia moderada presente na lingua das ratas do
grupo tratadas com 4NQO foi superior & das ratas tratadas com 4NQO e CsA,
porém ndo teve significdncia estatistica. Entretanto, ambas foram
significativamente superiores as porcentagens dos grupos Controle e CsA, os

quais n&o diferiram entre si (FIG 33).
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Figura 33. Gréafico da porcentagem da variavel Displasia moderada, presente na lingua das ratas
dos grupos Controle, fratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2.4.3.1.4- Lingua - Displasia severa

A porcentagem de displasia severa presente na lingua das ratas
tratadas com a associacao de 4NQO e CsA foi significativamente superior as das
ratas dos grupos Controle e CsA. Também foi superior a porcentagem do grupo de
ratas tratadas somente com 4NQO, porem nao houve diferenca estatistica. Além
disso, n&o houve diferenca entre as porcentagens de displasia severa do grupo de

ratas tratadas com 4NQO (FIG 39) e dos grupos CsA e Controle, as quais ndo

diferiram entre si (FIG 34).
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Figura 34. Grafico da porcentagem da variavel Displasia severa, presente na lingua das ratas
dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2.4.3.1.5- | inqua - Carcinoma espinocelular microinvasivo

A porcentagem de CEC microinvasivo do grupo de ratas tratadas com a
associacdo de 4NQO e CsA (FIG 42) foi significativamente maior que a dos
grupos controle e CsA, as quais no diferiram entre si. Embora a porcentagem de
presenca de CEC microinvasivo do grupo tratadas com a associacgo de 4NQO e
CsA também tenha sido maior do que a do grupo ratas tratadas com 4NQO
(FIG 40 e 41), ndo houve diferenga estatistica entre ambos. Além disso, a
porcentagem do grupo de ratas tratadas somente com 4NQO foi superior a dos

grupos CsA e Controle, porém diferiu significativamente apenas do Controle (FIG

35).
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Figura 35. Grafico da porcentagem da varidvel CEC microinvasivo, presente na lingua das ratas
dos grupos Controle, fratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais nfo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2.4.3.1.6- Lingua - Carcinoma espinocelular grau |

A FIG 36 mostra que houve diferenga significante entre a porcentagem
de CEC grau | no grupo de ratas tratadas com a associagéo de 4NQO e CsA e a
dos grupos Controle e CsA, os quais ndo diferiram entre si. Embora a
porcentagem de presenga de CEC grau | do grupo de ratas tratadas com ambas
as drogas tenha sido superior & do grupo tratado com 4NQO, ndo houve diferenca
estatistica entre ambos. Também verificou-se que a porcentagem destas lesbes
no grupo de ratas tratadas somente com 4NQO foi superior a dos grupos CsA e
Controle, porém diferiu significativamente apenas do grupo tratado com CsA. E
importante ressaltar que varios carcinomas espinocelulares deste trabalho
apresentaram uma quantidade exuberante de pérolas de queratina no interior do

tecido conjuntivo (FIG 43 a 45).

73



Efeito da imunossupresséo pela ciclosporina A sobre a carcinogénese pelo 4NQO nos tecidos bucais de ratos
Resultados

100

80

CEC- (%)

0BC 0ocC

NQO+CsA NQO Controle CsA
Grupos

Figura 36. Grafico da porcentagem da varidvel CEC grau |, presente nas ratas dos grupos
Controle, tratadas com CsA ou NQO e com NQO+CsA

* Barras com letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).

2.4.3.1.7- Lingua - Carcinoma espinocelular grau 1l e ll]

N&o houve diferencas significativas entre as médias de CEC grau il e

CEC grau Il nos diversos grupos estudados.
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Figura 37- Aspecto microscépico da
regido dorsal da lingua de rata que
nao recebeu nenhum dos tratamentos,
apresentando epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado, formando
as papilas filiformes. (8,0x1,25x16)

Figura 38- Aspecto microscopico da
regido dorsal da lingua de rata que
nao recebeu nenhum dos tratamentos,
apresentando epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado, formando
as papilas foliaceas. (8,0 x 1,25 x 16)

Figura 39- Aspecto microscopico da
lingua de rata tratada com 4NQO,
apresentando hiperplasia epitelial e
desorganizacdo da camada basal do
epitélio, caracterizando  displasia
moderada. (8,0x 1,25 x2,5)
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Figura 40- Aspecto microscopico da
regido posterior da lingua de rata
tratada com 4NQO, apresentando
lesdo endofitica com hiperqueratose,
acantose e desorganizagdo da
camada basal do epitélic infiltrando o
tecido conjuntivo. Ha presenga de
intenso infiltrado inflamatorio
mononuclear. (8,0x 1,25 x2,5)

Figura 41- Maior aumento da figura
anterior mostrando desorganizacio e
hiperplasia da camada basal do
epitélio, com células epiteliais
infiltrando no conjuntivo.
(8,0x1,25x6,3)

Figura 42- Aspecto microscépico da
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando hiperplasia
epitelial, acantose e desorganizagdo
da camada basal do epitélio infiltrando
o tecido conjuntivo, com formacéo de
pérolas cérneas, caracterizando um
carcinoma espinocelular microinvasivo
(8,0x 1,25 x 6,3)
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Figura 43- Aspecto microscopico da
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando desorganizagio e
rompimento da camada basal do
epitélio, e ihas de ceélulas epiteliais
invadindo o tecido conjuntivo, além de
pérolas comeas. (8,0 x 1,25x 6,3)

Figura 44- Aspecto microscépico da a
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando invasio de ninhos
de células epiteliais para o tecido
conjuntivo, formando ilhas e corddes.
Hé presenga de intenso infiltrado
inflamatério mononuclear.
8,0x1,25x 6,3)

Figura 45- Aspecto microscépico da a
lingua de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando ninhos de células
epiteliais e abundancia de pérolas de
queratina no interior do tecido
conjuntivo. (8,0x 1,25 x 6,3)
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2.4.3.2- Palato

Os palatos das ratas do grupo Controle e os das ratas tratadas com
CsA nao tiveram alteragdes, apds 240 dias de tratamento.

Estes palatos que ndo receberam tratamento com 4NQO
apresentavam-se com histologia normal. O palato duro era revestido por uma
mucosa mastigatoria firmemente ligada ao osso subjacente constituida por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado (FIG 52 e &3). O tecido conjuntivo
apresentava-se denso com figuras vasculares de diversos calibres.

O palato mole era constituido por uma membrana mucosa. O epitélio
era ciliado, cilindrico pseudoestratificado, com células caliceformes na regido
faringea e pavimentoso estratificado, com abundancia de glandulas mucosas na
porgao bucal.

O tratamento somente com 4NQO e coma associagdo de 4NQO e CsA
aumentou significativamente (p<0.05) as alteragcdes palatinas. A tabela 8
apresenta as alteragbes observadas microscopicamente no palato das ratas dos

grupos estudados. Os valores estdo expressos em porcentagem.

Tabela 8. AlteracGes microscopicas presentes no palato das ratas dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO
e com 4NQO+CsA, expressas em porcentagem. Os numeros de 1 a 8 expressam as alteragbes
microscopicas observadas.

Grupo 1 2 3 4 5 6 7e8
4NQO + CsA 92,8 A 78,5A 85,7 A 80 a 50 A 64,2 A 0
4NQO 100 A 33,3A8 16,6 B 83.3 A 33,3A8B 333aB 0
CsA 0 B 0 BC 0 B 08 0 BC 0 BC 0
Controle 0 B 0 ¢ 0 B 0B 0 ¢ 0 ¢ 0

‘1-hiperqueratose e acantose; 2-displasia leve; 3-displasia moderada; 4-displasia severa; 5-carcinoma microinvasivo;
6-carcinoma espinocelular grau I; 7-carcinoma espinocelular grau |i; 8-carcinoma espinocelular grau 11,
* Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significincia de 5%
(p<0.05)
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2.4.3.2.1- Palato - Hiperqueratose e acantose

A porcentagem de hiperqueratose e acantose (FIG 54) presente no
palato das ratas tratadas com 4NQO foi superior a das ratas tratadas com a
associacdo de 4NQO e CsA, porém nao teve significancia estatistica. Entretanto,
ambas foram significativamente superiores as médias dos grupos de ratas

Controle e tratadas somente com CsA, 0s quais nao diferiram entre si (FIG 46).
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Figura 48. Gréfico da porcentagem da variavel hiperqueratose e acantose, presente no palato
das ratas dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2. 4.3.2 2- Palato - Displasia leve

A porcentagem de displasia leve (FIG 55) presente no palato das ratas
do grupo tratado com a associagio de 4NQO e CsA foi significativamente maior
que a dos grupos Controle e CsA, os quais ndo diferiram entre si. Embora a
porcentagem de presenga de displasia leve do grupo tratado com ambas as
drogas também tenha sido maior do que a do grupo tratado com 4NQO, néo
houve diferenca estatistica entre ambos. Também observou-se que a
porcentagem do grupo de ratas tratadas somente com 4NQO foi superior a dos

grupos CsA e Controle, porém diferiu significativamente apenas do Controle (FIG

47).
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Figura 47. Grafico da porcentagem da variavel displasia leve, presente no palato das ratas dos
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significncia
alfa de 5% (p<0,05).
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2 4.3 2 3- Palato - Displasia moderada

A porcentagem de displasia moderada (FIG 58) presente no palato do
grupo de ratas tratadas com a associagdo de 4NQO e CsA foi significativamente
maior do que as porcentagens dos demais grupos. Nao houve indicios de

diferencgas significativas entre as porcentagens dos demais grupos (FIG 48).
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Figura 48. Grafico da porcentagem da variavel displasia moderada, presente no palato das ratas
dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2 4.3.2.4- Palato - Displasia severa

A porcentagem de displasia severa presente no grupo de ratas tratadas
com 4NQO foi superior a das ratas tratadas com a associacdo de 4NQO e CsA,
porém nao teve significancia estatistica. Entretanto, ambas foram
significativamente superiores as porcentagens dos grupos Controle e CsA, 0s

guais ndo diferiram entre si (FIG 49).
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Figura 49. Grafico da porcentagem da varigvel displasia severa, presente no palato das ratas dos
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2 4.3.2.5- Palato - CEC microinvasivo

A porcentagem de CEC microinvasivo do grupo de ratas tratadas com a
associacdo de 4NQO e CsA foi significativamente maior que a dos grupos controle
e CsA, os quais n&o diferiram entre si. Embora a porcentagem de presenca de
CEC microinvasivo do grupo tratado com a associagéo de 4NQO e CsA também
tenha sido maior do que a do grupo tratado com 4NQO, ndo houve diferenca
estatistica entre ambos. Também observou-se que a porcentagem do grupo de
ratas tratadas somente com 4NQO foi superior a dos grupos CsA e Controle,

porém diferiu significativamente apenas do Controle (FIG 50).
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Figura 50. Grafico da porcentagem da variavel CEC microinvasivo, presente no palato das ratas
dos grupos Controle, fratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia
alfa de 5% (p<0,05).
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2.4.3.2 6- Palato - Carcinoma espinocelular grau |

A porcentagem de CEC grau | presente no grupo de ratas tratadas com
a associacdo de 4NQO e CsA (FIG 56, 57, 59 e 60) apresentou um valor
significativamente superior as porcentagens dos grupos Controle e CsA. Embora a
porcentagem de CEC grau | presente no grupo de ratas tratadas com ambas as
drogas tenha sido maior do que a do grupo de ratas tratadas com 4NQO, nao
houve diferenca estatistica entre ambos. Também observou-se que a
porcentagem de CEC grau | presente no grupc 4NQO foi superior a dos grupos

CsA e Controle, porém diferiu significativamente apenas do Controle (FIG 51).
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Figura 81. Gréfico das médias de postos (em escores) da varidavel CEC grau |, presente no palato
das ratas dos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e com 4NQO+CsA

* Barras com letras iguais ndo diferem enire si pelo teste de Wilcoxon com nivel de significincia
alfa de 5% (p<0,08).
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2.4.3.2.7- Palato - Carcinoma espinocelular grau Il e 11|

Nao houve indicios de que existam diferengas significantes entre as

médias de CEC-ll e CEC-lll nos diversos grupos estudados.
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Figura 52- Aspecto microscopico da
regido anterior do palato de rata que
ndo recebeu nenhum dos tratamentos,
apresentando epitélio  pavimentoso
estratificado queratinizado e tecido
conjuntivo denso.

(8,0x 1,25 x 6,3)

Figura 53- Aspecto microscopico da
regido posterior do palato de rata que
néo recebeu nenhum dos tratamentos,
apresentando  epitélio  pavimentoso
estratificado queratinizado e tecido
conjuntivo  denso, com  figuras
vasculares de diversos calibres.
(8,0 x 1,25 x 6,3)

Figura 54- Aspectoc microscopico do
palato de rata tratada com 4NQO,
apresentando acantose, hiperplasia da
camada espinhosa do epitélio com
longas interdigitacdes para o interior
do tecido conjuntivo, o qual se
apresenta com aspecto de
normalidade.
(8,0 x 1,25 x 6,3)
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Figura 55- Aspecto microscépico do
palato de rata tratada com 4NQO,
apresentando  epitélio  acantético,
fenda suprabasal e desorganizacio da
camada basal do epitélio.
(8,0x1,25x6,3)

Figura 56- Aspecto microscépico do
palato de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando hiperqueratose,
acantose, desorganizacdo da camada
basal do epitélio e invasdo do tecido
conjuntivo, com ninhos de células
epiteliais, pérolas cérneas e intenso
infiltrado inflamatério mononuclear.
(8,0x 1,25 x 2,5)

Figura 57- Maior aumento da figura
anterior mostrando acantose,
desorganizacdo e rompimento da
camada basal. Ha presenca de
pérolas de queratina, ninhos de
céluias epiteliais e infiltrado
inflamatorio crénico.
(8,0x1,25x6,3)
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Figura 58- Aspecto microscopico do
palato de rata tratada com 4NQO,
apresentando  epitélio  acantético,
ceratinizacao epitelial individual, fenda
suprabasal e desorganizacdo da
camada basal do epitélio.
(8,0x1,25x86,3)

Figura 59- Aspecto microscépico do
palato de rata tratada com 4NQO e
CsA, apresentando hiperqueratose,
acantose, desorganizacdo da camada
basal do epitélio e invasdo do tecido
conjuntivo, com ninhos de células
epiteliais, pérolas corneas e intenso
infiltrado inflamatdrio mononuclear.
(8,0x 1,25 x 2,5)

Figura 60 Maior aumento da figura
anterior mostrando acantose,
desorganizacdo e rompimento da
camada basal. Ha presenga de
pérolas de queratina exuberantes,
ninhos de células epiteliais e infiltrado
inflamatério crénico.
(8,0x 1,25 x 6,3)
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2.5- DISCUSSAO

Varios relatos associam o uso da CsA com o desenvolvimento de vérias
jesdes tanto malignas (ex. linfomas, sarcoma de kaposi e carcinomas) (PENN,
1996) ) como benignas (ex. aumento gengival (PAGE et al., 1986)}. Dessa forma,
neste trabatho fez-se um estudo da associagdo da carcinogénese através do

4NQO com a imunossupressao pela CsA em ratas.

2.5.1- RATAS

E bem estabelecido o uso de animais experimentais para o estudo com
drogas imunossupressoras como a CsA (SANGALLI et al., 1988; SPOLIDORIO et
al.,, 2001). Dentre esses animais, o mais utilizado sao ratos, de diversas racas.
Neste estudo, optou-se por utilizar ratas da raga Wistar, baseando-se no trabalho
de MOLCEPERES et al. (2000) que demonstraram que ndo ha diferencas
significativas para que se contra-indique o uso de fémeas em experimentos com
CsA.

Quanto a raca das ratas, FISKER et al. (1990) consideraram que o rato
da raga Wistar € menor, de facll manuseio e apresenta menor indice de
mortalidade e doencas intercorrentes quando comparado ao Sprague-Dawley.
Este relato colaborou para a escolha dessa raga de ratas. As ratas Wistar

mostraram-se susceptiveis & agdo do 4NQQO e adequadas para este modeio

experimental.
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2.5.2- CICLLOSPORINA A

Neste trabalho, a ciclosporina A (CsA) foi injetada do tecido cutdneo da
regido dorsal, na concentrag&o de 10 mg/Kg peso corporal/dia. Esta concentragéo
foi baseada no trabalho de WASSEF et al. (1985), que mostraram que a dose de
10mg/kg/peso corporal/dia & bem tolerada pelo rato, mantendo uma concentragéo
sérica constante. Em humanos, a concentragdo da CsA no sangue para uma
eficiente imunossupressao, em pacientes transplantados renais, esta entre 300 e
700 ng/mi, gue corresponde aproximadamente a 4,5 e 10 mg/Kg peso corporal/dia
(DELILIERS et al.,, 1886). No tratamento de diabetes a CsA € usada na dose de 70
a 204 ng/mi ou 1 a 3,5 mg/kg de peso corporal/dia (DALEY et al., 1986). Em
criancas submetidas a transplante hepatico, a concentracao plasmatica para uma
eficiente imunossupresséo esta em torno de 192 ng/m! ou 3mg/Kg de peso
corporal/dia (ROSS et al., 1986).

Para se estabelecer a dose imunossupressora efetiva para cada
individuo, o monitoramento sérico é importante, e pode ser feito através de
radioimunoensaio ou cromatografia liquida de alta presséo (BUOPANE, 1990). Em
animais de laboratério, a CsA tem sido usada por via intramuscular, oral,
intraperitonial e subcutanea. Em ratos e caes, a administracdo oral resulta numa
deficiente absorgcdo, e inadequada conceniragdc sérica para induzir
imunossupressdo (WASSEF et al., 1985, SEIBEL et al., 1989). Com a
administracéo intraperitonial, obtém-se elevados picos séricos de CsA, induzindo

muitas vezes hepatoxicidade e nefrotoxicidade (WASSEFet al., 1985).
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2.5.3- OXIDO DE NITROQUINOLINA (4NQO)

0O éxido de nitroquinolina (4NQO) diluido a 0,5% em propilenoglicol foi
pincelado na boca das ratas ndo anestesiadas, 3 vezes por semana. Este modelo
de carcinogénese experimental foi introduzido por WALLENIUS & LEKHOLM em
1976.

Estéa bem estabelecido na literatura que a aplicagdo cronica de 4NQO
na mucosa bucal leva ac desenvolvimento de carcinomas e o periodo de
aplicagdo, assim como a dose modificam a quantidade e o periodo de formagao
das lesSes (SVENSON & HEIDEN, 1982). Além disso, o tempo de contato do
carcinégeno com a mucosa bucal também é de fundamental importancia
(SVENSON & HEIDEN, 1982). Por esta razdo, apds cada aplicacdo do 4NQO as
ratas permaneciam 2 horas sem beber agua.

FISKER et al. (1987) demonstraram que quanto menor a dose do
carcinégeno, maior o tempo para o surgimento do primeiro carcinoma. SANTOS
(1999) pincelou ratos com 4NQO a 0,5% em propilenoglicol por 4 meses e obteve
o primeiro carcinoma apds 3 meses, totalizando 7 meses desde o inicic da
aplicacdo do 4NQO.

Quanto aoc método de aplicaggo, WONG & WILSON (1983) realizaram
as aplicagbes com 0s animais anestesiados. No entanto, FISKER et al. (1990)
consideraram vantagem trabalhar com os animais n&c anestesiados pois
anestesias sucessivas acarretam o risco de complicacdes sistémicas que podem

causar a morte do animal.
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2.5.4- PERIODO DE SOBREVIDA

Durante o periodo do experimento, algumas ratas morreram antes do
prazo previsto para o sacrificio (240 dias). Todas as ratas que morreram estavam
recebendo algum dos tratamentos, sendo que o grupo de ratas tratadas com a
associacdo de 4NQO e CsA foi o mais afetado, com 57,6% de mortes. Também
morreram ratas dos grupos que estavam recebendo tratamentos isolados com
4NQO ou CsA, chegando a 45,4% e 28,5%, respectivamente.

O grupo da associagdo dos tratamentos 4NQO e CsA tambem
apresentou um menor periodo de sobrevida, com média de 142,42 dias, visto que
o grupo controle teve uma meédia de 240 dias e os grupos de ratas tratadas com
4NQO ou tratadas com CsA, meédias 192,42 e 183,18 dias, respectivamente.

Esses fatos podem estar associados com o uso prolongado da CsA,
apesar de ter sido utilizada a dose e via de administracdo (10mg/Kg peso
corporal/dia via subcuténea) estabelecidas por WASSEF et al., (1985) e utilizadas
por SPOLIDORIO et al. (2001). Entretanto, esses autores utilizaram a CsA em
periodos menores, por aproximadamente 60 dias.

Os efeitos tdxicos da ciclosporina A (CsA) no rato estdo bem
gstabelecidos na literatura. Sabe-se que o tratamento com esta droga afeta a pele,
o sistema nervoso central, a gengiva, o figado e, principaimente os rins (RYFFEL,
1986; MYERS, 1986). Neste trabalho observou-se aiteragbes hepaticas, renais,
gengivais e cuténeas (dados ndo apresentados), que eventuaimente poderiam

estar colaborando com a menor sobrevida destes animais.
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Quanto ao 4NQO, KITANO et al. (1992) relataram que guando diluido a
0,001% na agua de beber da raca de ratos Wistar-Furth, a sobrevida média foi de
238,24 dias. Neste estudo, a média de sobrevida das ratas tratadas com 4NQO foi
menor do que a relatada por KITANO et al (1992), porém a concentragdo e o
métédo de aplicac&o da droga também diferiram.

Quanto as ratas tratadas somente com CsA, houve uma sobrevida
média de 192,42 dias e 28,5% das ratas morreram antes de 240 dias. No estudo
de RYFFEL et al. (1983), a CsA foi administrada com diferentes concentracdes
(variando de 0 a 8 mg/Kg peso corporal/dia) em ratos, e foi observado que 68%
dos animais morreram apds 95 semanas, devido principaimente a nefropatia
progressiva.

Neste estudo, o grupo de ratas tratadas com a associagdo de CsA e
4NQO tiveram uma média de sobrevida menor e a porcentagem de ratas mortas
maior quando comparado aos outros grupos. A partir desses fatos, pode-se
aventar a hipétese de que ambos os tratamentos associados por longo periodo de

tempo podem ser deletérios, por seus efeitos colaterais ja descritos anteriormente.

2.5.5- PESO DOS ANIMAIS

No presente trabalho, observou-se que a média de ganho de peso
corporal, das ratas tratados somente com 4NQO e tratadas com a associagdo de
4ANQO e CsA, foi significativamente menor quando comparado a dos grupos

Controle e tratadas somente com CsA.
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E importante relatar que os sinais de debilidade fisica e perda de peso
corporal foram observados quando as ratas apresentavam as primeiras lesdes na
boca, sugerindo maicr dificuldade de alimentagdo e consequente emagrecimento,
o que tambeém foi observado por STEIDLER & READE (1984).

Além disso, a média de ganho de peso das ratas do grupo tratade com
ambas as drogas foi significativamente menor (126,4g) quando comparada a todos
0s demais grupos (154,8grs).

Estes resultados podem ser decorrentes dos mesmos efeitos colaterais

ja citados no capitulo anterior (periodo de sobrevida).

2.5.6- ASPECTOS MACROSCOPICOS

As principais alteracbes macroscopicas observadas neste experimento
foram: alteracdes das papilas linguais, perda de definicdo das rugosidades
palatinas, mucosa de aspecto esbranquicado, aspectos papilomatosos e
ulceracdes. Tais achados estdo de acordo com WALLENIUS (1966), WALLENIUS
& LEKHOLM (1973), LEKHOLM & WALLENIUS (1976), SVENSON & HEYDEN,
(1982) e NAVARRO (1992).

As lesdes iniciais eram caracterizadas por presenga de mucosa
esbranquigada. Em seguida, puderam ser observadas perda de definigao das
rugosidades palatinas variando de leves até a perda da arquitetura paiatina e
alteracbes das papilas linguais, principalmente atrofia, evoluindo eventuaimente
para lesbes papilomatosas. As caracteristicas mais agressivas eram ulceras,

inicialmente menores evoluindo em diametro e profundidade com o decorrer do
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experimento. Seguéncia semelhante de evolugéo foi descrita por varios autores

(WALLENIUS, 1966; WALLENIUS & LEKHOLM, 1973; LEKHOLM & WALLENIUS,
1976; WALLENJUS et al., 1979; STEIDLER & READE, 1984; PRIME et al., 1986;
NAUTA et al. 1995).

Os principais sitios de aparecimento das lesSes foram regido de
tubérculo intermolar no dorso da lingua e regido intermolar do palato. Embora o
4ANQO seja aplicado somente na mucosa palatina, esta aita incidéncia de lesGes
linguais pode ser explicada pelo intimo contato fisiologico entre a regido posterior
da lingua com a area de aplicacdo do carcinoégeno, fazendo com que ambos 08
sitios recebam quantidade semelhante de carcindgeno (KUTUZOV & SICHER,
1851, MATTHEWS et al, 1986). Lesdes de lingua e na regido intermolar do palato
foram relatadas em todos os trabalhos que usaram este modelo experimental, o
que torna evidente sua utilidade para o estudo da carcinogénese de dorso de
lingua, que entretanto nao é freglente no homem (NAVARRO, 1992).

Embora algumas lesdes tenham ocorrido na regido anterior da lingua,
estas foram infreqUentes, sendo mais comuns dreas leucoplasicas e atrofia de
papilas linguais. A maior resisténcia observada na porcdo anterior da lingua deve-
se provavelmente a presen¢a de espacos interpapilares pronunciades na regido
das papilas cbnicas simples, os quais sao recobertos por gqueratina
mecanicamente mais resistente do que aquela que recobre a extremidade das
papilas. Ja na regido do tubérculo lingual, as papilas filiformes verdadeiras estao
distribuidas muito proximas uma das outras, consequentemente apresentam

espacgos interpapilares reduzidos, além de apresentarem camada de queratina
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com composicao diferente daquela encontrada nos espagos interpapilares da
regido anterior (KUTUZOV & SICHER, 1951).

Todas as alteragbes macroscopicas enconfradas na lingua foram
superiores no grupo de ratas tratadas com a associagéo das drogas 4NQO e CsA,
quando comparado ao grupo gue recebeu somente o tratamento com 4NQO. A
partir destes resultados observados, € possivel sugerir que o tratamento com CsA
leva a um aumento na susceptibilidade ac desenvolvimento de alteragdes na
lingua.

Ja no palato, a presenca de lesdes brancas na mucosa foi superior no
grupo de ratas tratadas somente com 4NQO. Eniretanto, nas alteragbes em
estagio mais avangado, ou seja, perda de definicdo das rugosidades palatinas,
lesbes exofiticas e ulceragbes, o grupo de ratas tratadas com a associagao de
4NQO e CsA apresentou maior porcentagem em relacdo ao grupo tratado
somente com 4NQO. A partir destas observacbes, é possivel sugerir que o
tratamento com CsA leva a um aumento no desenvolvimento de alteraces
macroscopicas em estagios mais avancados no palato. Na literatura pertinente
nao existem trabalhos que fornegcam dados para comparar com os resultados

obtidos no presente trabalho.

2.5.7- ASPECTOS MICROSCOPICOS
Das alteragbes microscopicas encontradas neste trabalho, o aspecto
inicial foi representado pela associag@o de hiperqueratose e acantose. As lesdes

intermediarias quanto a gravidade foram as displasias, consideradas como
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condicbes pré-malignas. Estas foram classificadas em ieve, moderada e severa de
acordo com SMITH & PINDBORG (1969). Os estagios mais avancados, ou seja,
as alteragGes malignas propriamente ditas, foram consideradas nos grupos
“carcinoma microinvasivo” e “carcinoma espinocelular invasivo grau I'. Carcinomas
espinocelulares grau Il e grau Il ndo foram encontrados.

Na lingua, as areas de modificagdo de papilas eram representadas
microscopicamente por aplainamentos, decorrente de hiperqueratose e acantose
epitelial. No palato também havia hiperplasia e hipergueratose que,
macroscopicamente eram visualizadas como perda de definigdo das rugosidades
palatinas.

No estudo de FISKER et al. (1990), o resultado da aplicacéo de 4NQO
no palato e lingua foi hiperqueratose, considerado como um estagio precoce no
processo de carcinogénese. O grau de hiperplasia epitelial aumenta
progressivamente com o tempo de aplicagdo do carcindégeno e, os parametros
utilizados por este autor indicaram diferencas entre a hiperplasia provocada pelo
4NQO em relagdo a outras drogas essencialmente hiperplasiogénicas (FISKER et
al., 1990).

Neste estudo, considerou-se carcinoma microinvasivo as neoplasias
gue invadiam discretamente a lamina propria, ¢ qual pode ser considerado um
intermediario entre o carcinoma “in situ” e o carcinoma espinocelular francamente
invasivo. Estes critérios também foram utilizados por NAVARRO (1992).

As lesbes de palato e lingua, de ambos os grupos, eram carcinomas

espinocelulares bem diferenciados, com presenca de grande quantidade de
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pérolas de queratina. Nas linguas foram observadas invasdo muscular pelos
carcinomas e no palato alguns chegavam até o ossc. Estes achados tambem
estdo de acordo com NAVARRO (1982) e SANTOS (1999).

Neste estudo, foi observado que as alteragbes microscopicas
encontradas na lingua ocorreram em maior numero no grupo de ratas tratadas
com a associagio de 4NQO e CsA, quando comparado com © grupo de ratas
tratadas somente com 4NQO.

Nos estagios iniciais, como hiperqueratose com acantose e displasia
leve, 0 grupo tratado com a associagdo das drogas teve maior porcentagem de
alteragdes linguais, porém com uma diferenca nédo tao importante. O Unico tipo de
alteracdo superior no grupo tratado somente com 4NQO foi o critério displasia
moderada, porém também nao teve diferencga significativa do grupo tratado com a
associacdo de 4NQO e CsA.

Entretanto, nos estagios mais avancados de alteragbes microscopicas
na lingua, como na displasia severa, carcinoma microinvasivo e carcinoma
espinocelular invasive grau |, o grupo de ratas tratadas com a associagdo de
4NQO e CsA teve superioridade numérica em todos os critérios, quando
comparados ao grupo de ratas fratadas somente com 4NQO.

Na analise histopatolégica dos palatos, as alteragbes microscopicas
encontradas também ocorreram em maior nimero no grupo de ratas tratadas com
a associacdo de 4NQO e CsA, quando comparado com o grupo de ratas tratadas

somente com 4NQO.
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Nos estagio inicial de hiperqueratose com acantose o grupo tratado
somente com 4NQO teve maior porcentagem que o grupo tratado com a
associacdo das drogas, porém com uma diferenga ndo t&o importante. Nos
estagios de displasia leve e moderada, o grupo tratado com a associacdo das
drogas teve maior porcentagem de alteragbes em relagdo ao grupo tratado
somente com 4NQO, com uma diferenca significativa. No estagio de displasia
severa, o grupo tratado somente com 4NQO foi superior ao grupo tratado com a
associacdo de 4NQO e CsA.

Entretanto, a presenga de carcinoma microinvasivo e carcinoma
espinocelular invasivo grau | no grupo de ratas tratadas com a associagdo de
4NQO e CsA foi significativamente superior em todos os critérios, quando
comparados ao grupo de ratas tratadas somente com 4NQO.

Estes achados permitem sugerir que a administracdo de CsA
potencializou o desenvolvimento das neoplasias malignas na boca das ratas.

Estes achados estdo de acordo com REDDI et al. (1991) gue relataram
que ¢ tratamento com CsA levou a um aumento na incidéncia de tumores renais
em ratos Wistar tratados com estreptozocina ( 7/13 ratos tratados com CsA vs
2116 ratos controle). PERERA et al. (1986) e JOHNSON et al. (1984) também
relataram que a CsA levou a um desenvolvimento mais rapido de tumores no trato
gastrintestinal de ratos tratados com os carcindgenos quimicos N-metii-N-
nitrosourea € N-metil-N-nitro-nitrosoguanidina, respectivamente. YAMADA et al.
(1992) relataram um aumento generalizado de metastases em hamsters tratados

com DMBA e CsA guando comparados com hamsters tratados somente com
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DMBA. Este aumento das metastases, uma das principais caracteristicas das
neoplasias malignas, caracteriza a potencializagao da carcinogénese pala CsA,
marcada pela disseminacio.

Uma explicagdo para 0 maior desenvolvimento de lesbes malignas
neste estudo pode estar baseada no estudo de HOJO et al. (1999) que
demonstraram que células neoplasicas expostas & CsA “in vitro” dividem-se mais
facilmente, apresentam mudangas na forma, demonstram mobilidade aumentada
e, ao contrario das células normais, podem crescer sem estarem ancoradas a uma
superficie solida. Alem disso, quando os autores (HOJO et al., 1999) injetaram
diferentes tipos de células tumorais em ratos imunossuprimidos pela CsA, outros
tumores secundarios se desenvolveram nos pulmées na presencga de CsA, o que
nao ocorreu na auséncia da mesma. Em estudos “in vivo® com camundongos,
estes autores sugerem que a CsA promove crescimento tumoral por um
mecanismo autdnomo, independente de qualguer efeito do sistema imune. Eles
relataram que a CsA promove a transcricdo e expresséo do gene do TGF-B, e
este promove a invasdo e metastase de células tumorais. Aiém disso, eles
demonstraram que as lesdes eram prevenidas quando 0s animais foram tratados
com anticorpos monoclonais direcionados ac TGF-8.

Além disso, HERMAN et al. (2001) demonstraram que a capacidade de
reparo do DNA foi reduzida significantemente pela CsA, em estudos “in vivo” e “in
vitro”. Neste estudo, foram comparadas amostras de pacientes normais (controle),
pacientes transplantados tratados com azatioprina e prednisona (terapia dupla} e

pacientes transplantados tratados com azatioprina, prednisona e CsA (terapia
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tripla). Esses autores mostraram que a CsA acarreta numa diminuig@o significativa
do reparo do DNA gquando comparada ao controle e ao tratamento com azatioprina
e prednisona, sejam elas administradas isoladamente ou associadas. Sabe-se
que a incapacidade de reparo do DNA contribui para a incidéncia de canceres pois
0 reparo representa o principal mecanismo de defesa para a preservacéo do

genoma e prevencgao de carcinogénese (HERMAN et al., 2001).
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2.6- CONCLUSOES

Com base nos resultados observados, a associagdo dos tratamentos

com 4NQO e CsA levou a:

- maior numero de morte e menor periodo de sobrevida das ratas,

- menor ganho de peso corporal dos animais;

- aumento na susceptibilidade ao desenvolvimento de alteragdes macroscopicas
na lingua e palato;

- maior incidéncia de alteragbes microscopicas na lingua e palato;

A partir disso, pode-se concluir que a ciclosporina A exacerbou ©

processo de carcinogénese bucal experimental em ratas.
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