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RESUMO

O corpo de evidéncias cientificas a respeito derHr@lacado entre cancer oral e doencas
periodontais vem aumentando consideravelmente.etanto, estudos avaliando os
mecanismos bioldgicos que permeiam esta assoc@géda sdo escassos. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito da exposicdo ao cagené 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO),
sobre a perda Ossea alveolar induzida por ligaduapontanea em ratos Wistar. Foram
utilizados 84 ratos Wistar machos, divididos emtigugrupos experimentais: Grupo 1
(Controle total); Grupo 2 (Exposi¢do ao 4NQO); GrBp(Perda 6ssea alveolar); Grupo 4
(Exposicdo ao 4NQO e perda éssea alveolar). Osogr@pe 4 foram expostos ao
carcinogeno, diluido em agua (50ppm), por vinte as&m. A perda O0ssea alveolar foi
induzida, por meio de ligadura com fio de sedaegusdo molar da hemiarcada direita
dos animais, nos grupos 3 e 4, sendo no grupods apexposicdo ao 4NQO. O peso
corporal dos animais foi monitorado ao longo dodst Apos decorridas vinte semanas do
periodo experimental, os animais foram mortos g@ems maxilares e linguas foram
analisadas em relacdo a perda Ossea alveolareslasdcroscopicas linguais. 71 animais
completaram o estudo. Todos o0s animais expostoANQO apresentaram lesdes
macroscopicas na lingua, demonstrando que o maslglerimental de exposicdo ao
carcinogeno foi efetivo. A analise da perda Osska@okr demonstrou diferencas
significativas entre grupos expostos em relacdacaaxpostos ao 4NQO na ocorréncia de
perda 6ssea alveolar espontanea. Essas diferedgaforam observadas nos lados com
ligadura. Pode-se concluir que a exposicdo ao rdggeno 4NQO potencialmente

influencia a perda 6ssea alveolar espontanea e rat

Palavras Chave:Céancer oral, doenca periodontal, metabolismo 6gst@macéao, ratos.



ABSTRACT

Scientific evidence about the inter-relationshipasen periodontal disease and oral cancer
has increased considerably. However, studies ewaduthe biological mechanisms related
to this association are still scarce. The aim o 8tudy was to evaluate the effect of
exposure to 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) on dpoeous and ligature-induced
alveolar bone loss. For this, 84 male Wistar ragsendivided into four groups: Group 1
(Full Control), Group 2 (4NQO exposure), Group 3v@olar bone loss), Group 4 (4NQO
exposure and alveolar bone loss). Groups 2 andrd &eosed to the carcinogen, diluted
in water (50ppm) for twenty weeks. Alveolar bonsdavas induced by silk ligatures at the
upper right maxillae, around the second molaraf@mals in groups 3 and 4; in group 4,
ligatures were placed after exposure to 4NQO. Beedight of the animals was monitored
throughout the study. After twenty weeks of the esxpental period, the animals were
kiled and the maxillae and tongues were analyMdcphometric analysis of alveolar
bone loss and macroscopic lesions in tongue weakyzad in 71 animals which completed
the study. All animals exposed to 4NQO presentedrosaopic lesions in dorsal part of
tongue, demonstrating that the experimental motlearcinogen exposure was effective.
The analysis of alveolar bone loss, was performenhédians and interquartile ranges and
showed significant differences between animals s&goor not to 4NQO in terms of
spontaneous alveolar bone loss. This was not obddrv sites with ligatures. It can be
concluded that exposure to carcinogenic 4NQO piaigninfluences spontaneous alveolar

bone loss in rats.

Key Words: Oral cancer, periodontal disease, bone metaboliglammmation, rats.
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APRESENTACAO

A presente dissertacao teve como foco de estudteiarelacéo entre o cancer oral
e a patogénese da doenca periodontal. Para isseafiazado um protocolo de inducéo de
carcinogénese lingual com a utilizacdo do carcinégenitroquinolina 1-6xido (4NQO) e
inducdo de doenca periodontal, por meio da técuiealigadura, em um modelo
experimental em ratos Wistar. Esta dissertacapdaz de um amplo projeto desenvolvido
pelo grupo de pesquisa onde experimentos parakel@®mplementares estdo sendo
conduzidos.

Esta dissertacdo de mestrado esté estruturadguiateemaneira:

a) Antecedentes e justificativa, enfatizando os ppais pontos de discussao.

b) Artigo cientifico: “‘EFEITO DA EXPOSICAO AO 4- NITROQUINOLINA
1-OXIDO(4NQO) SOBRE A PERDA OSSEA ALVEOLAR INDUZIDA E
ESPONTANEA EM RATOS WISTAR”. O presente estudo sera traduzido
para o idioma inglés e submetido para publicacaope@odico Journal of

Periodontal Research (fator de impacto 1j@%nal citation reporf 2013).
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

1. Consideragoes sobre Cancer Oral

Dados do relatorio da Agéncia Internacional paragRisa em Cancer (IARC)/
OMS (World Cancer Report 2008) demonstram que @aatgpglobal do cancer mais que
dobrou em 30 anos. O cancer oral é consideradannortante problema de saude publica,
representando a sexta neoplasia maligna mais comuwatimativa anual foi de 275.000
novos casos em 2008, passando para cerca de 408008 casos diagnosticados em
2013, sendo dois tercos desses ocorrendo em paésesivolvidos (HERNANDEZ-
GUERRERO et al., 2013; KRUGER et al., 2013).

A incidéncia de carcinomas de cabeca e pescoca earirelacdo as diferentes
regides do mundo. Na América do Norte e Reino Unéedtbe tipo de cancer representa
cerca de 3-4% da incidéncia de todos os tipos delasias diagnosticadas anualmente. No
sul da Asia e na Africa, essa estimativa dobra elacfio aos Estados Unidos e Reino
Unido, sendo a incidéncia de 8-10% dentre todaforasas de cancer (FRONIE et al.,
2013). No Brasil, segundo dados do Instituto Naaialo Cancer (INCA) de 2013, no ano
de 2012, ocorreram 14.170 novos casos de cancérserado 9990 homens e 4180
mulheres, 0 que ocupa a sétima colocacao em tetenmeidéncia dentre todos os tipos de
cancer.

O carcinoma epiderméide oral € o tipo mais comumrespondendo, no Brasil e
no Reino Unido, a cerca de 90% a 95% dos cancems o BRENER, BARBOSA,
GRANDINETTI, 2007). A ocorréncia de casos de cancml, principalmente os de
origem lingual, vem crescendo inclusive dentro dputacdes mais jovens (MARUR,
FORASTIERE, 2008; VERED, DAYAN, 2013; MONSJOU et.,aR013). Estudos
demonstram que a lingua € o sitio mais comum dengekiimento do carcinoma
epiderméide, compreendendo cerca de 41% dos cESSRQGSTOFF et al., 2011). No
pais, a localizacdo que mais comumente esta reltaoao carcinoma bucal é a lingua,
seguido pelo assoalho bucal e o labio inferior.Uthero elevado de casos de cancer oral e
sua mortalidade estédo relacionados consideravetmenima pré-disposicao individual
relacionada a caracteristicas genéticas especificasexposi¢cdo a carcinbgenos como
tabaco, consumo de &lcool, deficiéncia de microenties (PETTI, 2009). O cancer oral

apresenta um grande impacto sobre a qualidade ddedavido, muitas vezes, a perda
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funcional derivada das modalidades de tratamengsmm com os melhores cuidados
disponiveis atualmente (SHENOI et al., 2012).

1.1. Perfil Inflamatério das Lesdes de Cancer

A correlacdo entre cancer e inflamacéo foi prinmeeate estudada no século 19,
com bases observacionais do desenvolvimento de résmem regides com perfil
inflamatorio cronico e de presenca de células nmdii@rias em biopsias de lesdes de
cancer. Os mediadores e os efetivos celularesmatlarios sdo importantes constituintes
do ambiente local tumoral. Em alguns tipos de déree condi¢des inflamatorias estao
presentes principalmente antes das transformacaégnias ocorrerem (MANTOVANI,
ALLAVENA, BALKWILL, 2008). As lesdes de céancer enumam-se, com frequéncia,
envoltas em um microambiente rico em citocinasamétorias, fatores de crescimento e
guimiocinas. Estes fatores sédo produzidos pelorjgrdpmor e pelo tecido circundante,
contribuindo para o desenvolvimento e progressdmna(GASCHE et al., 2011).

Estudos prévios em células humairagitro e em carcinomas orais epidermoides
demonstraram que a concentracdo de certos medsadgm@inflamatorios e pro-
angiogénicos como fator de necrose tumoral alfaH&\ interleucinas, principalmente do
tipo IL-1, IL-6 e IL-8, metaloproteinases e fatoe a@rescimento vascular endotelial
estavam aumentadas. Existem evidéncias de que @ts@inas sdo produzidas de uma
forma desequilibrada em lesdes tumorais, e apm@®enim papel importante no
crescimento celular, invasdo, interrupcdo da sspmestumoral e sobrevivéncia
(SAHEBJAMEE et al., 2008; AGGARWAL, GEHLOT, 2009QROSTOFF et al., 2011).
As evidéncias demonstram que 0s tumores oraissipalmente linguais, apresentam um
padrdo de crescimento e invasdo com caracteristeeaisseminacdo importantes, e uma

intensa resposta inflamatoria na interface tum@dNDQVIST et al., 2012).

1.2. Papel do Carcinoma sobre o Metabolismo Osseo

O carcinoma oral do tipo epidermoide apresentacteniatica de invasao de tecido
0sseo dos maxilares (JIMI et al. 2011, HWANG et 2012). A prevaléncia de
envolvimento 6sseo mandibular varia de 12-56% dasos; sendo o tratamento e
reabilitacdo destes casos particularmente desafiaddté o momento, 0S mecanismos

celulares e moleculares dessa invaséo 0ssea perdoacarcinoma, € 0s meios para evitar
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isso, permanecem amplamente desconhecidos (QUAdN,e2012). A reabsorcdo éssea
pelas células osteoclasticas € um importante paaso a invasdo do 0SS0 nos tumores
malignos orais. As células do céncer possuem acichgue de produzir mediadores
inflamatoérios como IL-f, IL-6, IL-8, IL-11, TNF, IL-23. Esses mediadores sdo capazes
de estimular ndo s6 o crescimento e desenvolvimdatooral, mas também a
diferenciacdo de células hematopoiéticas em oststod ativos para reabsorcdo e invasao
O0ssea (OKAMOTO et al., 2000; SAHEBJAMEE et al., 206FUKUDA et al., 2010;
GASCHE et al., 2011). A Figura 1 demonstra o misraos pelos quais ha a possivel
relacdo entre aspectos do processo inflamatériodesenvolvimento de neoplasias que

invadem o tecido 6sseo.

‘..----'—----...\ Células do cancer
Proliferacdo +
~ & Apoptose J,

u Fatoresde crescimento
Célulasdo estroma — (e.g. TGFB, IGF-1, FGF)

| "_-6 | Precursaresdos
o ostecclastos

L ®

RAMNKL ++

Osteoclastos

Osteoblastos

Figura 1 — Representacdo esquematica do papel da IL-6 & PTHrP induzidos pelo carcinoma oral, na
formacdo e diferenciacdo dos osteoclastos. O oszo armazena diversos fatores de crescimento
incluindo fator de crescimento semelhante & insuling e fator de crescimento fransformador B. IL-6e
PTHrP produzidos pelas células do carcinoma oral & IL-6 produzida pelas celulas do estroma,
induzem o= ostechblastos & fibroblastos & sintetizar RAMKL e subssquente formagdo dos
osteoclastos. Esses fatores de crescimento sdo liberados da matriz ossea em conseguénciz da
reabsorcdo osteoclastica, estimulandeo a profiferscdo das celulzs do céncer e inibindo a spoptose. IL-
&: interleucing 6, PTHr® proteing relacionada so hormdnio da parstirecide; RAMEKL: receptor
gtivador do fator nuclear kaps B. Adaptado de: IIMI, E.; et al. The cellular and molecular
mechanisms of bone invasion by oral sguamous cell carcinoma. Orol Disegses. v 17, p. 462-468,
2011.

O osso reabsorvido pelos osteoclastos provém espaguitrientes para o
desenvolvimento para as células do cancer (DEYAMAlg 2008). Uma vez que as
células invadem o tecido 6sseo, elas proliferam coaior facilidade e inibem sua
apoptose devido a matriz 6ssea ser uma fonte dedwar citocinas e fatores de
crescimento. A matriz 6ssea também € capaz prowearobiente extremamente feértil para
crescimento e desenvolvimento celular (JIMI et &Q11). Apesar dos trabalhos

demonstrarem que as Interleucinas liberadas dumaptecesso metastatico do carcinoma
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induzem reabsorcédo 6ssea, € possivel que estacaltedo perfil de citocinas também

influencie o processo de remodelacdo e metabolisseo.

2. Doencas Periodontais

As doencas periodontais sdo consideradas patoldgiearater infecto-inflamatorio
destrutivo dos tecidos moles e duros que circunosuaientes (PAGE, KORNMAN, 1997;
LIU et al.,, 2009). Essas doencas ocorrem quandodaesafio microbiano € gerado,
determinando um desequilibrio no processo entredesddenca, onde a resposta
imunological/inflamatoria do hospedeiro € superpadtd) et al., 2010). A doenca
periodontal se caracteriza por ser uma infeccdocal@ter crénico que resulta em
inflamacédo dos tecidos da margem gengival (gemivéiendo que se nao for removido o
fator etiologico pode haver progressao para desiougradual dos tecidos de sustentacao
dos dentes (periodontite) (IRFAN, DAWSON, BISSADZ01; MICHAUD et al., 2007).

O nivel de destruicdo dos tecidos € afetado pelgnituale e pelas caracteristicas da
resposta de cada individuo, podendo ser moduladdapares sistémicos, do ambiente,
genéticos, fumo e diabetes (TAYLOR et al., 1998RBESTROM et al., 2000; GEURS et

al., 2003; EBERSOLE et al., 2008).

Estima-se que exista uma prevaléncia de até 15p6plaacao global portadora de
doenca periodontal avangcada e cerca de 90% pode afstada de alguma forma com
doenca periodontal leve, sendo uma das patologi@esciosas mais prevalentes do mundo
(IRFAN, DAWSON, BISSADA, 2001 & PIHLSTROM, MICHALOWCZ, JOHNSON,
2005). Desde a década de 80, a inter-relacdo estrénfeccbes de origem bucal,
principalmente as doencas periodontais, e outr@doggas sistémicas, tem sido estudada.
Um dos primeiros estudos que demonstrou essa agdocobservou que, pacientes que
tiveram infarto agudo do miocardio, revelaram poo®ndicdes de saude oral do que
pacientes de mesma idade e sexo que ndo apresen@eencas cardiovasculares
(MATTILA et al., 1989). Nos ultimos anos, as evid&s cientificas demonstram uma
inter-relacdo entre as doengas periodontais ensfadversos sistémicos importantes como
doencas cardiovasculares, doencas pulmonares, paneaturo e baixo peso neonatal,
obesidade, osteoporose, diabetes, lesdes musculafdsheimer e céancer
(SCANNAPIECO, 2005; PIHLSTROM, MICHALOWICZ, JOHNSQRO005; de SOUZA
et al., 2012; GONDIVKAR et al.,, 2013; SHAIK et al2013). Estas associacdes

apresentam embasamento principalmente relacionadinflaéncia dos patdgenos
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periodontais, e também do carater pré-inflamatdeissas patologias e de outras condi¢cdes

sistémicas.

3. Inter-relacéo entre Cancer e Doencas Periodontais

Considerando a morbidade e mortalidade das lesesincer, € extremamente
importante a busca do estudo e entendimento déopet® e condi¢bes sistémicas que
possam interferir na patogénese dessas doencasrs@svestudos, nos ultimos anos,
buscam elucidar a associacao entre doencas petaiglercancer. Ja existem evidéncias na
literatura que suportam uma associacdo entre gsdatogias (TEZAL et al.,, 2009;
FITZPATRICK, KATZ, 2010). A maioria dos estudos gueestigam essa relagdo é do
tipo coorte e caso-controle, principalmente condloziem populacdes dos Estados Unidos
e Europa (quadro 1). Em relacdo a analise dos dadagande maioria dos estudos
contempla estratificacdes e ajustes para os parsciiatores de confusdo para ambas as
patologias, como consumos de alcool e tabaco. Asandos parametros periodontais €
amplamente variada, com boa parte dos estudosdomadperda dentaria e analise de
perda 0ssea alveolar radiografica como principaiérios de avaliacdo periodontal. Com
relacdo aos parametros de avaliacdo de cancerosralados utilizados foram, em sua
maioria, de diagnéstico hospitalar.

Em uma das recentes revisdes da literatura rdaligar Fitzpatrick e Katz (2010),
foi verificada a relacdo entre a doenca periodoodah variados tipos de canceres. Os
autores chegaram a conclusdo de que o0s riscos thr s@ncer sS40 mais consistentes
guando se associam 0s canceres oral e esofagicaasgmatologias periodontais. Este
estudo demonstrou que a doenca periodontal aurasrthances de se ter cancer oral em
homens, independente se fumante ou néo, idade,emimero de dentes com uma razao
de chances (odds ratio) variando de 1.5 a 8. Apdaautilizacdo de delineamentos
semelhantes, alguns autores ndo encontraram a@oedatre doenca periodontal e cancer
oral (HUJOEL et al., 2003; MICHAUD et al., 2008)mEestudo realizado por Tezal e
colaboradores (2007), conduzido em pacientes camecdingual, foi demonstrado 5.23
mais chances de desenvolvimento de cancer linqual gada milimetro de perda éssea
alveolar, mesmo apds ajuste para idade, fumo e mideedentes. Outro estudo do mesmo
grupo encontrou aumento significativo de tumoreaisore lesées pré-cancerosas em
pacientes com mais de 1.5mm de perda de inserghcac{TEZAL et al., 2009).
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Dentre as razdes para a variabilidade dos ressltgabalem-se destacar o fato da
utilizagéo de diferentes classificacoes para asghseperiodontais utilizadas nos estudos.
Contudo, sob uma visdo ampliada, podem-se obseggaltados que corroboram a idéia
de que individuos com doencas periodontais, prattiente em nivel mais avancado,
apresentam maiores chances de desenvolvimentogeepsdo de lesdes malignas orais.
Sempre importante ressaltar que se observa umac@ar@e estudos experimentais, por
limitacdes metodoldgicas para a realizacdo dos meslavando em conta a gravidade e

mortalidade das patologias malignas envolvidas.
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Autor Populagao Tipo de Estudo Diagnéstico de Cancer Critério para Doenga Principais Achados Ajuste para Fatores
Ano Oral Periodontal
Pais
Hujoel 11328 adultos Epidemioldgico Mortalidade de cancer Russel Index Aumento significativo de risco para cancer pulmonar (OR 1,48), sem Fatores de risco para cancer
etal. 25-74 anos longitudinal aumento significativo de risco para outros tipos de cancer, incluindo cancer pulmonar;
2003 oral. Género;
EUA Idade.
Ahn 7852 Coorte Mortalidade de cancer Perda de insergdo clinica; Periodontite (moderada e severa) foi associada a mortalidade de cancer Sexo, idade, fumo, educacdo,
etal. A partir de 17 orodigestivo Profundidade de sondagem; orodigestivo (OR 2,28), e o indice de mortalidade aumentou com o aumento  raga, indice de massa corporal.
2012 anos Niveis séricos de 1gG para da severidade da periodontite. Mortalidade de cancer orodigestivo foi
EUA P.gingivalis relacionada com periodontite e a P. gingivalis independente da presenca de
doenca periodontal.
Marshall 290 pacientes Caso-controle Diagndstico de cancer Perda dentaria Aumento significativo de cancer oral (OR 2,7) com perdas de 11 ou mais Consumo de dlcool e fumo.
etal. em registros patoldgicos dentes.
1992
EUA
Meisel 4233 pacientes Caso-controle Exame clinico oral para Profundidade de sondagem, Aumento da severidade de periodontite aumentou probabilidade de Fatores socioeconémicos,
etal. lesGes orais e perda de insergdo clinica, desenvolver leucoplasias (OR ajustado para nivel socioeconémico e fumo fumo, higiene oral.
2012 leucoplasias indice de placa, sangramentoa  para o segundo, terceiro e quarto quartil da perda de insergdo clinica 1,7; 3,3
Alemanha sondagem e perda dentaria e 5,3 respectivamente); OR para sangramento a sondagem 2,0; 2,9 € 3,8
respectivamente.

Tezal 473 pacientes Caso-controle Pacientes Perda 6ssea alveolar analisada Cada milimetro de perda 6ssea alveolar associado com aumento de risco de Idade. Género, raga/etnia,
etal. diagnosticados no em radiografias panoramicas cancer de cabega e pescogo (OR 4,36), sendo o poder de associagdo maior estado civil, fumo, uso de
2009 Rosswel Park Center para a cavidade oral, mesmo ajustado para uso de tabaco e dlcool. Pacientes alcool e perda dentaria.
EUA Institute (1999-2005) com periodontite apresentavam menor diferenciacdo de lesGes ulceradas de

cancer. A periodontite cronica é um fator de risco independente para cancer

de cabeca e pescogo e o fumo modifica essa associagdo.

Talamini 280 pacientes Caso-controle Casos de cancer oral e Perda dssea alveolar N&o houve aumento significativo de risco de cancer oral relacionado a perda Alcool e fumo
etal. de orofaringe em 3 de 16 ou mais dentes, contudo, condigdo precdria oral foi associada (OR 4,5),
2000 hospitais do nordeste da mesmo apds ajuste para alcool e fumo.
Italia Italia
Michaud 48328 pacientes Coorte Casos de cancer Pacientes reportaram histdria N&o houve aumento significativo de risco de cancer orofaringeo relacionado Idade, tempo, etnia, indice de
etal. orofaringeo de doenga periodontal ao histérico de doenga periodontal ou perda dentaria. massa corporal, atividade
2008 diagnosticados (validadas por aferigdo de fisica, fumo, histérico de
EUA prospectivamente nos perda dssea radiografica) e diabetes, regido geografica,

EUA (1986-2004)

perda dentaria.

altura, alcool, escore de
vitamina D e consumo de
calcio, vegetais, carne
vermelha, frutas e calorias
totais.
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Bundgaard
etal.

1995
Dinamarca
Tezal

etal.

2007

EUA

Tezal
etal.
2005
EUA

Rosenquist
etal.

2005
Suécia

Sharma
etal.
2011
India

Hiraki
etal.
2008
Japao

161 pacientes

com CCE oral

400 pacientes
controle

51 pacientes

com CCE de

lingua

54 pacientes

controle

131 pacientes
com tumor e
323 pacientes
com lesdes pré-
cancerigenas de
13,798
pacientes
132 casos de
tumores
320 controles

20 pacientes
com leucoplasia
e periodontite
pré-existente
20 pacientes
com
periodontite e
sem leucoplasia
20 controles
429 pacientes
com cancer de
cabega e
pescogo de
5240 pacientes
com cancer
10.480
controles

Caso-controle

Caso-controle

Coorte

Caso-controle

Caso-controle

Caso-controle

Cancer em mucosa jugal,
gengiva, palato duro,
lingua, regido retromolar
e assoalho de boca
Cancer em lingua

Tumor
LesGes pré-cancerigenas
Lesdes orais em tecido
mole

Estagios de carcinoma
delalVdelingua,
assoalho de boca, da
cavidade oral e
orofaringe

Grau de displasia das
lesGes deleucoplasia e
niveis de IL-6 na saliva

Cancer de cabega e
pesco¢o

Perda dentéria

Perda dssea alveolar através
de radiografias panoramicas
(em mm) apods ajuste para
fumo, niumero de dentes e
idade

Severidade da doenga
periodontal através da perda
de insergdo clinica (PI) 21,5
mm

Perda dentéria
Radiografias panoramicas e
periapicas para a perda éssea
horizontal e angulares

Periodontite crénica através
de PS> 4mm e Pl de acordo
com a OMS (1997)

Perda dentaria

Aumento significativo o risco de cancer em pacientes com menos de 15
dentes quando ajustado para tabaco e alcool (OR 2,4).

Aumento significativo do risco de cancer de lingua para cada milimetro de
perda 6ssea alveolar (OR 5,23).

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

Aumento significativo o risco de ter carcinoma para higienizagdo razodvel
(OR 2) e pobre (OR 5,3) alcool e para perda de mais de 20 dentes (OR 3,4)
apos ajuste para fumo e élcool
Houve aumento de risco para perda éssea radiografica, mas ndo quando
ajustado para fatores.

Aumento significativo nos niveis de IL-6 em pacientes com periodontite com
e sem leucoplasia comparado ao controle.
No grupo com leucoplasia o nivel de IL-6 aumentou de acordo com a
severidade da displasia.
O nivel de IL-6 foi maior em fumantes comparado a ndo fumantes em todos
grupos.

Aumento significativo para cancer de cabega e pescogo para o nimero
reduzido de dentes (OR 1,68 para desdentados) apds ajuste para fumo e
dlcool.

Fumo,Alcool,
Condig0es dentarias,
Estado civil,Residéncia

Fumo,
Numero de dentes,
Idade,
CondigGes dentdria,
Etnia e raga

Idade e género,
Numero de dentes,
Raga e etinia,
Educacdo,
Fumo,
Alcool

Idade e género,
Condigdes e numero de
dentes,
Educagdo,

Fumo,

Alcool

Homens
Fumo

Fumo
Alcool
Ndmero de dentes
Dieta
Género
Idade

Varidveis socio-demograficas
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Fernandez - 200 casos de Caso-controle Cancer oral e de Perda dentéria Aumento significativo de cancer oral (OR 2,7) em pacientes com perda de 16 Dieta
Garrote et al. cancer oral e orofaringe ou mais dentes, apds ajuste para fumo e consumo de alcool. Fumo

2001 orofaringe e 200 Consumo de dlcool
Cuba controles

de Rezende 50 pacientes Caso-controle Cancer oral e de CPITN e DMF 76% dos individuos do grupo com cancer apresentaram bolsas periodontias

etal. com cancer de orofaringe maiores que 6mm comparados a 10% do grupo controle. Ndo houve célculo

2008 células de razdo de risco(OR), e ndo houve associagdo com DMFT. -

Brasil escamosas de

origem oral e
orofaringeo e
50 pacientes

controle
Guha 924 casos de Caso-controle Cancer oral e de Condigdo dental ao exame Condigdo oral pobre significou aumento de risco para cancer de cabega e Fumo
etal. cancer oral e orofaringe (boa, regular, pobre) aferida pescoco (OR 2,89 na Europa e OR 1,89 na América Latina). Doenca Consumo de alcool
2007 orofaringeo e por presenca de calculo, periodontal (indicada pela pobre condigdo de satde oral e perda de dentes)
Brasil 928 controles sangramento, irritagdo da e uso didrio de colutdrio podem ser fatores independentes associados ao
na Europa; 2286 mucosa e presenga de cérie. cancer de cabega, pescogo e esofago.
casos e 1824 Perda dentéria

controles na
América Latina

Zheng 404 casos e Caso-controle Cancer oral Perda dentéria Aumento significativo de risco de cancer oral com aumento do nimero de Fumo
etal. controles dentes perdidos (mais de 15 dentes perdidos, OR 5,3 para homens e OR 7,3 Alcool
1990 pareados para mulheres).

China

Legenda: OR= Odds Ratio; PI= Perda de insercéo; ®8fndidade de sondagem; OMS= Organizacdo Mundisbatde; CPITN= (indice
Peridontal comunitario de necessidades de tratan{f@he community periodontal index of treatmentd®eDMF= indice de dentes cariados,
perdidos e restaurados (Decayed, Missing, Filldex)y IL-6= Interleucina 6.
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Diversos fatores sdo apontados como possivel piidade biol6gica da inter-
relacdo entre doencas periodontais e cancer. © gadeinflamatério que tange ambas as
patologias parece ser a melhor explanacdo de cesaop®ssivel associacdo possa ocorrer.
Estima-se que a inflamacédo em resposta a infed®earater cronico desempenham um
papel de 15 a 20% nas malignidades, e que 0s @aesguhra esta transformagdo maligna
dos tecidos sdo os eventos genéticos, os leucdnfitigativos tumorais e os principais
reguladores da inflamacédo do cancer (ALLAVENA et 2008). O mecanismo proposto
para inter-relacdo entre o processo envolvendonfeegides crbnicas, como a doenca
periodontal, e o céancer se da pela seguinte sequéfa alteracdo fisiologica do
hospedeiro, como a inflamacdo causada pelas stéib) modificacdo da
linfoproliferacdo de antigenos pela influéncia nfieécéo; (c) aumento da proliferacdo de
células epiteliais causado pelo desequilibrio howtho(d) efeito direto na transformacéo
celular; (e) producdo de metabdlitos toxicos e inageénicos pelos microorganismos
(CHANG, PARSONNET, 2010).

Sabe-se que as lesdes de cancer oral sdo capaaksraleos mecanismos de acéo
de mediadores inflamatérios tanto localmente quaisi@micamente. Contudo, a possivel
influéncia dessa alteragéo inflamatéria sobre sytedologias infecto-inflamatdrias, como
a doenca periodontal, até o presente momento, sidanflisada. O entendimento das
condicbes locais e sistémicas que possam modul@tiopatogénese das doencas
periodontais demonstra-se de consideravel relexadevido ao comprometimento na
gualidade de vida que essas patologias possameafaesao longo do tempo nos
individuos. Assim, estudos que avaliem a plausi#ile bioldgica e os efeitos de diferentes
situacBes, como o cancer oral, que modulam a reesdoshospedeiro, sobre as condi¢cdes

que afetam o periodonto sdo necessarios.

4. Modelos Experimentais Animais de Inducdo de Doenc¢d&eriodontal e

Carcinoma Oral

A dificuldade de desenvolvimento de estudos em mosigue almejam evidenciar
a plausibilidade de influéncia dos processos bio®ysobre o processo saude-doenca dos
tecidos periodontais é um fator presente. Freetsa dificuldade, ocorre o crescimento de
estudo com modelos laboratoriais e em animais @renifem aos pesquisadores a
utilizacdo de métodos que ndo seriam éticos emusas]realizadas em seres humanos,

principalmente em relacdo a administracdo de drqgastenham consequéncias fisicas e
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patolégicas (TABAKOFF, HOFFMAN, 2000). Na pesquisentifica, os modelos animais
vém sendo amplamente empregados devido as simti@sdbiologicas, principalmente
relacionadas aos processos fisiopatoldgicos. A lailade entre humanos e alguns
animais em termos anatdmicos, histolégicos, histdpgicos e bioquimicos dos tecidos
periodontais, e relativa similaridade microbiol@idemonstra a efetividade da utilizacédo
dessa metodologia (SUSIN, ROSING, 2002; KUHR et24l04; OZ, PULEO, 2011). Por
meio do desenvolvimento de modelos em ratos, éiy@sa inducdo de uma doenca
periodontal que apresenta caracteristicas muiteelbames aquela observada em seres
humanos. As diferencas existentes entre o homenratop ndo tém sido consideradas
como um fator suficientemente importante, em estueperimentais, para que esse
modelo possa ser desconsiderado (KLAUSEN, 1991).

Da mesma forma, o processo de formacéo de candergie induzido em ratos €
muito semelhante com aquelas contidas na literatoirque se refere ao desenvolvimento
do carcinoma em humanos (KANOJA, VAIDYA, 2006; EIRO, SALVADORI, 2007).

O objetivo dos modelos de carcinogénese quimicarrgeéer melhor compreensao das
varias etapas desse processo, buscando investiggarsaps causados pelos agentes
ambientais bem como desenvolver estratégias padiagnostico precoce e acgdes
preventivas (KANOJA, VAIDYA, 2006 & RIBEIRO, SALVADRI, 2007). O agente
alquilante 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO) € um dagentes quimicos mais adotados,
pois constitui um método experimental de carcinegénda mucosa oral, principalmente
lingual, que reproduz a sequéncia dos estagiospdeptasia, displasia, displasia severa e
carcinomain situ de maneira semelhante aquela da cavidade orakms fiumanos
(RIBEIRO, SALVADORI, 2007; MINICUCCI et al., 20114 utilizagdo do 4NQO diluido
em agua apresenta-se como uma metodologia malissiégura e efetiva comparada com
aplicacao topica com pincel relacionada a outr@nt®g quimicos (DAYAN et al., 1997;
TANG et al., 2004).

Considerando a relevancia do tema proposto reladmas patologias envolvidas e
a auséncia de estudos experimentais, em modelahrabordando a inter-relacdo entre
cancer e a influéncia na doenca periodontal, diebjela presente dissertacéo foi avaliar o
impacto de um modelo de indugdo de cancer lingu@l exposicdo ao carcinGgeno
4NQO, na severidade da perda 6ssea alveolar es1 ratealizacdo de um estudo dessa
natureza busca auxiliar na elucidacdo de prosessapatogénicos envolvidos tanto na

carcinogénese induzida pelo agente alquilante 4Nfgé@nto na doenca periodontal.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral
Analisar a inter-relacdo entre exposicdo ao cagendé 4NQO e doenca

periodontal em ratos Wistar.

2. Objetivos Especificos
2.1. Avaliar o efeito da exposicdo ao 4NQO sobre o meeade remodelacao

0ssea alveolar induzida por ligadura e espontameas Wistar.
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RESUMO

Objetivo: analisar o efeito da exposicédo ao carcindgendrdeuiinolina 1-6xido (4NQO)
sobre a perda éssea alveolar espontanea e indivadleriais e métodosoitenta e quatro
ratos Wistar, machos, foram divididos em quatrgpgsuexperimentais: Grupo 1 (Controle
total); Grupo 2 (Exposicdo ao 4NQO); Grupo 3 (Pedfsea alveolar); Grupo 4
(Exposicdo ao 4NQO e perda Ossea alveolar). Osogr@pe 4 foram expostos ao
carcinogeno, diluido em agua (50ppm), por vinte ss&am. A perda 0ssea alveolar foi
induzida, por meio de ligaduras de seda no segonudar superior direito dos animais, nos
grupos 3 e 4, sendo no grupo 4, ap0s a exposicadNaD. Apds decorridas vinte
semanas do protocolo experimental os ratos foramosie foram coletadas as maxilas e
linguas para analise. Foi realizada analise magposa das linguas e analise morfométrica
da perda Ossea alveolar das maxilas realizada peio rde fotografias digitais
padronizadas. A analise estatistica foi realizaatanpeio dos testes de Kruskall-Wallis e
Mann-whitney para avaliar a perda 6ssea nos diesegrupos, e teste ANOVA, copost
hoc de Bonferroni, para andlise do peso corporal (@gmcia p<0,05).Resultados:
setenta e um animais completaram o estudo. Todoanwsais expostos ao 4NQO
apresentaram les6es macroscopicas na lingua ab dmmaprotocolo experimental,
demonstrando que a exposicdo ao carcindégeno faivaefeNos lados em que houve
inducdo de destruicdo periodontal, para os grupest3 observa-se que o modelo gerou
maior perda 6ssea, com diferencas estatisticans@griéicativas comparadas aos grupos 1
e 2, nos quais nédo houve inducdo de doenca petald@onsiderando-se a destruicdo
periodontal espontanea, os resultados do lado ekgaes animais demonstram que 0s
grupos 1(0.41; 0.38-0.433 3 (0.44; 0.41-0.46pram aqueles com menores perdas ésseas,
sendo que os grupos 2 (0.45; 0.41-048) (0.51; 0.44-0.67apresentaram perdas 0sseas
superiores ao grupo 1. A andlise da perda Osseeolaly demonstrou diferencas
significativas entre exposicdo ao 4NQO e perdaadsbesolar espontane&onclusao:
Pode-se concluir que a exposicdo ao carcinogendplidencialmente influencia a perda

0ssea alveolar espontanea em ratos.

Palavras Chave Cancer oral, doenga periodontal, metabolismoayss#tamacéo, ratos.
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INTRODUCAO

As evidéncias cientificas, nos ultimos anos, t@amonstrado que existe uma
associacdo importante entre infec¢des/inflamacéalifmdas, como a doenca periodontal, e
inter-relacdo com outros efeitos adversos sisté&mntomo doencas cardiovasculares, doencas
pulmonares, partos prematuros e baixo peso nepmbddletes, osteoporose, Alzheimer e,
recentemente, o cancer (WILLIAMS, OFFENBACHER, 20@CANNAPIECO, 2005;
MUSTAPHA et al, 2007; STEIN et al. 2012). O suporte cientificeasando cancer e
doenca periodontal vem crescendo substancialmdateexistem evidéncias importantes
amparando essa relagdo, com enfoque importan@ardalo ao cancer oral (TEZAL et al.,
2007; MONTOVANI, ALLAVENA, BALKWILL, 2008; TEZAL et al. 2009;
FITZPATRICK, KATZ, 2010).

O céancer oral, em conjunto com cancer orofaringeogonsiderado a décima
malignidade mais comum entre homens no mundo (VAREDY AN, 2013). No Brasil, para
0 ano de 2012, ocorreram 14.170 novos casos dercanal, sendo 9990 homens e 4180
mulheres, 0 que ocupa a sétima colocacdo em tedmazcidéncia dentre todos os tipos de
cancer (INCA, 2013). Apesar de uma tendéncia gkralecréscimo observada na frequéncia
de cancer oral e faringeo, parece haver uma teradévaior de ocorréncia de cancer lingual,
principalmente em pessoas mais jovens (MARUR, FORERE, 2008; VARED, DAYAN,
2013). No pais, a localizacdo que mais comumenérekcionada ao carcinoma bucal € a
lingua, seguido pelo assoalho bucal e o labioimfe® carcinoma epidermdide, o tipo mais
comum, corresponde, no Brasil e no Reino Unidegraacde 90% a 95% dos canceres orais
(BRENER, BARBOSA, GRANDINETTI, 2007). O numero etelo de casos de cancer oral e
sua mortalidade estdo relacionados a uma pré-digeosdividual ligada a caracteristicas
genéticas especificas e a exposicdo a carcinégamos tabaco, consumo de alcool, e

deficiéncia de micronutrientes (PETTI, 2009).

O carcinoma epidermdide oral possui capacidadendas@o dos tecidos 6sseos
maxilares, potencialmente influenciando o metabadisde reabsorcdo (JIMI et al. 2011;
HWANG et al. 2012); entretanto, o entendimento doscanismos de invasdo 6ssea
provenientes do tumor ainda ndo estdo totalmentédaldos. O microambiente tumoral € um
sistema complexo que envolve muitos tipos de cgludasde células endoteliais e células

precursoras até ceélulas do tipo macréfago, deodsitifibroblastos de varios fenotipos,
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miofibroblastos, neutréfilos e outros granulécit@osinofilos e basoéfilos), mastocitos e
linfécitos natural killer, que participam na proggéo do tumor (ALBINI, SPORN, 2007). A
progressao da invasdo 0ssea requer o estabelegimenima interacdo funcional entre as
células cancerosas e as células 0sseas, onde acproelucdo local de fatores secretados
pelas células do tumor que estimulam a formacg&ookistica (HWANG et al. 2012). Tem
sido relatado que a reabsorcéo 0ssea pelos ostE@céaum procedimento importante para o
processo de invasdo 0ssea na malignidade dos aaasnorais. As células cancerosas
invadem os tecidos circundantes, a fim de ampliarmassa tumoral por meio de enzimas
proteoliticas, tais como as metaloproteinases deizn# reabsor¢cdo 6ssea osteoclastica
fornece o espaco e nutrientes necessarios paraeoasvimento das células cancerosas no
tecido 6sseo (DEYAMA et al. 2008).

Considerando que tanto o cancer oral quanto a dogeciodontal apresentam
influéncia sobre a perda 6ssea ao longo do tengpoarsdo-se a importancia deste assunto e
complexidade da inter-relacdo entre essas patslogiaobjetivo do presente estudo foi
analisar o efeito da exposi¢cao ao carcindgenordepitnolina 1-6xido (4NQO) sobre a perda
0ssea alveolar espontanea e induzida. Para tamanadelo de inducdo experimental de

neoplasia bucal foi utilizado.

MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracteristicas e Distribuicdo da Amostra

O protocolo experimental do presente estudo sedue¢ @e Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais - Lei n° 11.794 (08.10.20@8pbedece a normas propostas pela
Declaracéo Universal dos Direitos dos Animais (UNES- 27 de janeiro de 1978) e das
Orientagdes Eticas Internacionais para Pesquisadliza Envolvendo Animais (Council
for International Organizations of Medical Sciene€&&OMS) para pesquisa com animais,
sendo aprovado pelo Comité de Etica no uso de @iem pesquisa (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFR@&)t¢colo n° 22959).

Foram utilizados 84 ratos Wistar machos ded&®, pesando em média 2509 e
provenientes do biotério central da UFRGS. O esfadalizado no Instituto de Ciéncias

Basicas da Saude (ICBS). Durante o experimentanosais foram mantidos em gaiolas
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coletivas de polipropileno (cinco animais em cad#lg), recebendo racdo balanceada
para roedores e agad libitum ou solugédo preparada com cancerigeno 4-nitroquiadlh
oxido (4NQO) (Sigma, St. Louis, MO, EUA), e mansdem um ciclo fotoperiodico de 12
horas claro/escuro. Os animd&sram divididos em quatro grupos experimentars

namerode acordo com calculo amostral prévio.

O presente estudo utilizou a perda 0ssea alveotao desfecho principal, e como
referéncia para o calculo de tamanho amostraliumesie Cavagni et al (2005). Justifica-
se a escolha deste devido a presenca de difergmficativa encontrada na perda éssea
alveolar entre os grupos experimentais. Para tallcé utilizou-se a diferenca de perda
Ossea alveolar entre os grupos, representada glelonaédio de 0.13mm e desvio-padrao
de 0.12. Assumindo um poder de estudo de 0.90 eeinalpha de 0.05, a amostra
estimada foi de 18 ratos por grupo experimentdieBdo-se que aproximadamente 70%
dos ratos desenvolve cancer de lingua apos 20 ssn@ANOJIA VAIDYA, 2006),
estimou-se para o presente estudo o acréscimo %ed&0ratos na amostra dos grupos
submetidos a carcinogénese, ou seja, 24 ratosppo,genquanto que os demais contaram
com 18 animais. Os grupos experimentais foram wig&lda seguinte maneira: Grupo 1
(Controle total) auséncia de inducdo de doencaogental e auséncia de inducéo de
cancer de lingua — n=18; Grupo 2 (Exposi¢cédo ao 4NQ@n exposi¢cao ao carcindbgeno e
auséncia de inducao de doenca periodontal — n=2430&3 (Perda 6ssea alveolar) inducao
de doenca periodontal e auséncia de exposicdo @D4Nn=18; Grupo 4 (Exposicao ao
4ANQO e perda 6ssea alveolar): Apdés 20 semanasdfaSpde exposicdo ao carcindégeno,
foi induzida doenca periodontal por 15 dias — n=@4peso corporal dos animais foi
monitorado durante o experimento, tendo sido ademims dias 0, 30, 60, 90, 120 e 150.



Todas as etapas experimentais do estudo estassapnea Figura 1.

Obtencdo dos

animais

Dia0

Dia 140

Dia 155

n= 34 Alocacdoe Inducdode Obtencdo
pesagem dos doenca das amostras
Grupazn=2 animais periodontal, de maxilae
GrupoZn=2 pormeiode linguae
Gruso 3 ne 15 Exposicio ao ligadura, no preplar.o dos
4ANQD nos grupod especimes
Grupasn=zs grupos2e 4
n=71
Inducdo de _
dl:léﬂl_:a Grupo 1 n= 18
periodontal, Grupa 2 n= 21
pormeio de crvee 2 e 17
ligadura, no
grupo 3 Grupo 4 n= 15

Figura1- desenho esquematico das diferentes fases experimentais do estudo

Grupo 1 - [Contrale totsl) susgnciz de indugdo de dosnga perindontzl & susénciz de inducdo de céncer de lingus;

|, com exp = zusénciz de indugdo de dosnce perodontal; Grupo 3 |

ontzl & susencz 5 4MO0; Grupo 4 (ExposigSo 20 4NOD e perda ossea alveolar):

sriodontsl por 15di=s.

2.2. Exposicéo ao carcin0geno

O carginégeno 4NQO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) &iministrado diluido em
agua filtrada até atingir 50ppm, por meio da déoigle 50mg de 4NQO em po por litro de
agua destilada. As solugdes foram preparadas sénemta e armazenadas em frascos
com isolamento para luz, devidamente identificadesjdo a fotolise e periculosidade do
carcindgeno (conforme orientacbes do fabricantébua do produto). Os grupos que
foram expostos ao carcind6geno receberam as gamafasigua concentrada a 50ppm de
4NQO e estas foram isoladas com papel aluminiacseriquido reposto trés vezes por
semana. Sendo o 4NQO uma substancia cancerigenaledante periculosidade para
humanos, o preparo da solucdo, bem como sua réppbedeceram o protocolo de
utilizagdo de equipamentos de protecdo individi&Pl e manipulacdo especificos
conforme indicacéo do fabricante do produto (Sig&talouis, MO, EUA):

» Uso de 6culos de protecéo;

* Luvas reforcadas;
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* Mascara com filtro de protecao tipo P2 (EN143).

A inducdo do cancer foi realizada durante 20 semaaaforme estudo prévio
(RIBEIRO, SALVADORI, 2007).

2.3. Inducéo de Doenga Periodontal

A doenca periodontal foi induzida por meio de cal@@® de ligadura no segundo
molar superior de uma hemiarcada do rato (ladataljreA colocacdo da ligadura foi
realizada mediante anestesia geral, sob superdisdam médico-veterinario. Todos o0s
grupos que nédo receberam a ligadura foram tambéstesmiados em todos os momentos
para controle do viés de estresse. O protocolot@ésies utilizado foi composto por um
farmaco dissociativo — Cloridrato de Cetamina 5% 1f8)/Kg) - Cetamin® administrado
concomitante a um farmaco miorrelaxante - xilaZ2#@ (0,8 mg/Kg) - Dopaser®. Os dois
farmacos na concentragdo anteriormente citada foresturados na proporgcédo de 1:1
(mL) em uma mesma seringa. Uma concentracédo denlflP0g de peso do animal desta
mistura foi administrada por via intra-peritonid?Y promovendo, assim, anestesia geral. O
fio de seda (4-0) - Ethicon® - foi colocado com iéioxde duas pingas porta agulha do tipo
Castro Viejo nos espacos interproximais e realizado n6 na face vestibular. Os
procedimentos para a colocacdo das ligaduras seguar metodologia publicada por
(SALLAY et al, 1982; GALVAO et al., 2003). A presenca e corqgbaicdo da ligadura

foi verificada semanalmente com auxilio de lanterménca até o final do estudo.
2.4. Morte dos Animais e Obtencao das Pecas Maxikes

Os animais foram mortos apos decorridas 20 semaioasnicio da fase
experimental, conforme explicitado na Figura 1. Art@ dos animais foi realizada por
decapitacdo, 24 horas apds a Ultima avaliacdovio &i apds jejum de 12 horas. Este
método foi utilizado com o intuito de permitir aleta de maiores volumes de sangue para
as analises soroldgicas futuras do projeto. Asilasxos animais foram removidas com
auxilio de cinzéis e, ap0ds, armazenadas em potatermd solucdo de formalina
tamponada a 10%, devidamente etiquetados com oraldeeanimal e grupo ao qual
pertencia. A mucosa palatina na regido de molaiegiovida por meio de duas incisdes
paralelas realizadas com laminas 15¢ montadas bonBad Parker nimero 3 juntamente
com descoladores tipo micro freer. As pecas foramaaenadas em cassetes proprios com

identificacdo do lado no qual as ligaduras forahocadas. As maxilas foram imersas em
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hipoclorito de sddio a uma concentracdo de 9% d @tivo, durante cinco horas, e 0s
tecidos moles mecanicamente removidos apo0s. Passidoperiodo, as pecas foram
lavadas e secas. Para uma melhor visualizacaamdaguwamelo-cementaria, foram coradas
com azul de metileno a 1% durante um minuto, lavesele secando-se novamente para

remover excessos da solucdo (FERNANDES, et al7)200
2.5. Anélise Morfométrica da Progresséo de Perda Gsa

A analise morfométrica da perda 0ssea alveolarisegmetodologia proposta por
FERNANDES et al. (2007). Para a tomada das fot@gafoi utilizada uma camera
fotogréfica digital de 6.1 megapixels modelo D1@®m lente macro 100 (NikSn
Coolpix, Ayutthaya, Tailandia), acoplada a um trgmén distancia focal minima, de modo
que o cone figue o mais paralelo possivel em relagi solo. Foi confeccionado um
aparato utilizando pasta pesada de Silicona dedadiara promover fixacdo de uma régua
endodbntica a uma posicdo perpendicular em relagésolo. As pecas foram fixadas a
régua com lamina de cera 07, de modo que o pldneadda peca ficasse paralelo ao solo.
Foram realizadas fotografias das faces vestibulgralatina de cada uma das pecas
(hemimaxilas) sendo que a medida da distanciamgE@uamelo-cementaria a crista 6ssea
foi realizada por meio do programa Image Tool Bd), um examinador calibrado e cego
em relacdo ao grupo experimental a que pertenceraspécimes. Para calibracdo, 20
espécimes foram aleatoriamente escolhidos parensguplamente mensurados, com uma
semana de intervalo. O coeficiente de correlacta-tiasse dessas medidas foi de 0,96
Para fins de comparacao da perda 6ssea foram deitasiedidas lineares (perpendiculares
ao solo) da juncdo amelo-cementéria, sendo cincéaca vestibular e cinco na face
palatina. Para cada face, foram realizadas duagdaseda raiz mesial, duas na distal e
uma na regido de furca. A perda 6ssea dos dentgerfila a partir da média das medidas

lineares, um Unico examinador foi responsavel peéise.
2.6. Andlise Macroscopica das Linguas
Todas as linguas dos animais participantes do meesestudo foram

macroscopiamente analisadas. Fotografias forambé&amrealizadas. A Figura 2

demonstra as linguas de um animais expostos expastes ao carcindgeno.
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Figura 2 — Macroscopia das linguas de um animal ndo expostmaindgeno (A) e de
um animal exposto ao 4NQO com lesdo menos promda¢i) e de um animal exposto ao

4ANQO com lesao maior (C).
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2.7. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o pacoteistitat SPSS® versdo 206
programa STATA™ versdo 10.1. Os resultados estpoesgos em mediana e intervalos
interquartis (25 e 75%), para perda Ossea alvédiatribuicdo assimétrica), e médias e
desvios-padrédo para andlise dos pesos (distribuig@mal). Para realizar a comparagéo
entre os grupos, nos diferentes momentos analisémiostilizando o teste de Kruskall-
Wallis e Mann-Whitney, e teste ANOVA copost hocde Bonferroni para analise do peso
dos animais, de acordo com a distribuicdo dos dasobos com nivel de significancia de
0,05%.

RESULTADOS

Para uma melhor compreenséo sobre o estado de gaxalalos animais, 0 peso
corporal foi monitorado. A Tabela 1 demonstra alwé@o do peso corporal ao longo do
tempo. Observa-se que houve um aumento percemupksb corporal similar para os

grupos ao longo do tempo.

Tabela 1- Valores de peso corporal dos diferentes gruposremeetais ao longo do estudo. Letras
diferentes indicam significAncia estatistica peki¢ de ANOVA com tesfwost hoade Bonferroni

Peso 30 dias | 60dias | 90dias | 120 dias| 150 dias | Porcentagem

baseline de ganho de
peso
€](Iofo)i 328.5(13.2) 392.8(202) 413.9(35.9) 428.3(27.7) 459.6(31.7) 470.9(29.6) 302%
B B B B B B ,£70
C1{F[ofo}ZA8 259.3(22.0) 316.6(27.6) 340.1(22.1) 363.8(27.9) 368.1(36.4) 362.3(53.6) 25 4%
A A A A A A ,4%

SN 323.7(343) 3741 (513) 400.2(57.9) 4265(60.9) 448.9(68.7) 455.7 (80.0) 25 0%
B B B B B B o

SN 2743 (33.4) 327.7(32.1) 3469 (27.5) 367.4(35.3) 376.8(30.9) 358.7 (58.4) 33 4%
A A A A A A e

ANOVA
(valor dep
em cada
momento)

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Durante a fase experimental do estudo, treze asimaireram, sendo setenta e um

animais restantes incluidos na andlise.

Os resultados relativos ao desfecho principal dsegnte estudo sdo expressos em
mediana e intervalos interquartis de 25 e 75%, s@apdesentados nas Figuras 3 e 4. Nos
lados em que houve inducéo de destruicédo periogquataa os grupos 3 (0.75; 0.72-0.79)
e 4 (0.77; 0.67-0.81), observa-se que o modelougeraior perda 6ssea, com diferencas
estatisticamente significativas comparadas aosogrdp(0.42; 0.39-0.43 2 (0.45; 0.38-
0.52), nos quais ndo houve inducédo de doenca periald Considerando-se a destruicao
periodontal espontanea, os resultados do lado ekgaes animais demonstram que 0s
grupos 1 (0.41; 0.38-0.43)e 3 (0.44; 0.41-0.46loram aqueles com menores perdas
0sseas, sendo que 0s grupos 2 (0.45; 0.41-0.48).6% 0.44-0.67)apresentaram perdas
0sseas superiores ao grupo 1. Observa-se que sigpao carcinogeno gerou diferencas

estatisticamente significativas em relacdo aosagumado expostos.

Figura 3: Mediana (percentil 25 e 75) da Perda Ossea Alveolar espontanea (mm)
de acordo com os diferentes grupos experimentais (,,-g4)
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Letras diferentes indicam diferencas significativas enire os grupes expenmentais
Kruskall-Wallis p<0,05
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Figura 4 : Mediana (percentil 25 e 75) da Perda Ossea Alveolar induzida (mm)
de acordo com os diferentes grupos experimentais (n=62)

1.5 =
B
E
E
- 1.0 -
3 A
2
=L
@
@
0
‘g 0.5 A -
P | ==
(n=14) (n=16) (n=17) (n=15)
0.0 T Y T T
1 2 3 4
Grupos

Letras diferentes indicam diferengas significativas entre 05 grupos expendmentais
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Em relacéo as alteracdes macroscopicas observaddgiguas dos animais ao longo
do experimento,nos grupos nao expostos ao 4NQO, ndo foram obsevéesdes
macroscopicas nas linguas. Para fins ilustratimbsrma-se que todos os animais submetidos

a exposicao ao 4NQO desenvolveram lesées macreasam lingua.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito da exposicécaemnogeno 4-nitroquinolina 1-
oxido (4NQO) sobre a perda é6ssea alveolar indueidaspontanea em ratos Wistar. O
contexto do estudo dessa associagdo vincula-sssébpidlade de verificar possiveis relagées
entre cancer e doengas periodontais. Até o momamdoliteratura vigente, estudos

experimentais em modelo animal que analisam etdga® sdo inexistentes. Os resultados
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demonstram que a exposi¢cdo ao carcindgeno foi cdpagerar lesbes proliferativas nas
linguas dos animais e de influenciar a perda Glsealar espontanea.

Com o intuito de compreender os fatores pelos geate resultado possa ser
elucidado, € importante que a metodologia utilizadas resultados sejam colocados em
perspectiva e analisados frente a literatura vege®t modelo experimental de indugdo de
cancer lingual pela exposicdo ao 4NQO, durante é2fasas, utilizado neste estudo, é o
mesmo utilizado por outros trabalhos (RIBEIRO, SADORI, 2007; MIRANDA et al.,
2011). Nos referidos estudos, observou-se o dekememto de céancer lingual em
aproximadamente 70% dos animais. No estudo em té&ades proliferativas
macroscopicamente visiveis foram observadas ngsdinde todos os animais. Esse fato
permite inferir que o modelo de utilizacdo do aabgeno 4NQO foi efetivo
experimentalmente.

Para se ter uma melhor compreenséo sobre o estadalde geral dos animais, o
peso corporal foi monitorado. Ao longo do experitoepbservou-se que houve um ganho de
peso de 20-30% para todos 0s grupos experimentaigpendente da exposicdo ao
carcindgeno. Esses resultados séo validos paraimsia que permaneceram até o final do
periodo experimental. Esse fato ndo pode ser netagio como auséncia de efeitos da
exposicdo ao 4NQO sobre a saude geral dos anibestaca-se, entretanto, o fato de que 13
animais morreram antes de completar o estudo, lmmmando dados da literatura que relatam
a morbidade elevada relativa a exposicao ao 4ANQBHIRO, SALVADORI, 2007).

Neste estudo foi realizada inducéo de doenca pmrtalj em ratos Wistar, por meio
de ligadura, sendo essa metodologia amplamenteadiaél em estudos relacionados a
patogénese periodontal, sendo reconhecido como adelm adequado (FINE, 2009; OZ,
PULEO, 2011). Este modelo de inducdo de doencagmartal apresenta caracteristicas
semelhantes as observadas em seres humanos. e chife existentes entre o ser humano e o
rato, ndo tém sido consideradas como um fator me&tante para que essa metodologia seja
desconsiderada (KLAUSEN, 1991). Entretanto, € ingmde que se tenha claro que a
translacdo da informacdo ndo deve ser direta. Rmvente, estudos tém procurado
compreender achados com modelos de doenca perbadmntroedores e tém sugerido que
tanto as analises por meio de doenca induzida @wpuprréncia de doenca espontanea tém
potencial de demonstrar aspectos importantes degso etiopatogénico. Essa metodologia é
utilizada tanto em estudos analisando comparag@®shemiarcadas contralaterais do tipo
boca dividida, quanto estudos sem nenhum tipo diecéo de destruicdo periodontal. Além

disso, a andlise da perda 6ssea espontanea pouiduiomara o aumento do potencial de
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comparacao translacional dos estudos. Isso € pbsgisto que, em alguns modelos
experimentais, a quantidade de agressao que anpaeda ligadura permite acumular possa
ser um desafio de magnitude muito grande, ndo fiaduique sutis diferencas possam ser
detectadas (LIBERMAN et al., 2011; CAVAGNI et 2013).

No que diz respeito ao numero final de animaisgm&s no presente estudo, além
das perdas de animais durante o periodo de expoaig&arcinégeno, ocorreram perdas
durante a obtencéo e processamento das pecas,exgjiea o numero diferente de analises
nas hemiarcadas (64 maxilas analisadas no laderkge 62 maxilas analisadas no lado
direito). Um fato interessante a ser relatado éagoletencdo das maxilas em animais expostos
ao carcinogeno fica dificultada, com freqlente dawia de fratura da peca antes de seu
preparo final, o que impede sua utilizacdo pardissn& importante ressaltar que todas as
analises realizadas no presente estudo vincularex®tusivamente aos animais que
permaneceram durante todo o experimento.

Tendo em vista que o presente estudo tem comoicemdelacdo entre cancer e o
desenvolvimento de doenca periodontal destrutivamgortante ressaltar que todos os
animais expostos ao carcinégeno (Grupos 2 e 4)ndeseram lesdes proliferativas
macroscopicamente visiveis na lingua. A analisesatedesbes sera objeto de estudos
adicionais do presente projeto. Também foram obslar/lesdes clinicamente detectaveis em
outros orgaos, provavelmente refletindo metastasegpulmao, figado, etc. Nesse sentido,
esses achados apontam para o fato de que o madieldutéo de neoplasia foi eficaz.

Assim, é importante tentar compreender como podsgiaexplicada a eventual
relacédo entre presenca de cancer e a patogénedsstdacao periodontal. As lesGes tumorais
orais sdo capazes de alterar o equilibrio inflan@mtdétanto local quanto
sistemicamente(SAHEBJAMEE et al., 2008; AGGARWAILEKH.OT, 2009; KOROSTOFF
et al., 2011; GASCHE et al., 2011). Considerande &#0, emerge a possibilidade de essas
alteracdes inflamatorias apresentadas nas lesdesamieer oral modularem patologias
igualmente relacionadas ao processo inflamatédmoca doenca periodontal. Neste estudo,
foi observado que na hemiarcada onde foi realizadiacdo de destruicdo 6ssea periodontal
NOs grupos experimentais, por meio de ligadurapascao ao carcinogeno nao foi capaz de
modificar a perda éssea alveolar de forma sigrifiaa Este fenbmeno pode ser explicado,
em parte, pela resposta imunoldgica do hospedeaintef a agressao aos tecidos periodontais
ou, conforme ja sugerido, pelo excessivo desaficesentado pela presenca da ligadura e dos

microrganismos a ela aderidos.
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Sabe-se que a patogénese das doencas periodontab/eetanto a resposta
imunoldgica inata quanto adaptativa (PAGE, 1990RNMAN, PAGE, TONETTI, 1997).
A resposta imunoldgica e inflamatoéria nos tecideggalontais € Unica, diferente de outros
processos no corpo, particularmente em relaca@@raie do periodonto e da caracteristica
Unica da infeccdo (KAYAL, 2013). O processo inflaére que ocorre na doenca periodontal
caracteriza-se pela infiltragdo de células leuédieis, que promovem relativa limitagdo de
invasdo bacteriana, contudo, também esta relacioaaprogresséo da destruicdo 6ssea ao
longo do tempo (KAYAL, 2013). Essas observacfes &do pano de fundo de uma
compreensao mais contemporanea do dinamismo degzmcinflamatério. Por ser um
processo natural de defesa, a inflamacé&o tem patende auxiliar na manutencdo da
homeostase e, em situacbes de maior agressivides$®e processo acaba por gerar
consequéncias negativas, incluindo destruicdo uatidNo desenvolvimento de lesbes de
cancer oral, o processo de resposta imune, prinogpde relacionado as células linfocitarias,
pode desempenhar um papel importante no desenwitonde protecéo contra malignidade
(da SILVEIRA et al., 2010). A resposta imune depen@ multiplos fatores, sendo capaz
tanto de proporcionar uma resposta benéfica pratetntra displasias, quanto promovendo
desenvolvimento tumoral. Cada componente individoalnolégico pode atuar de forma
diferente nas diversas fases tumorais, e ja € anrago que, em um primeiro momento, 0
sistema imune reage e diminui a progressao tum@BANTOVANI, ALLAVENA,
BALKWILL, 2008; de COSTA et al., 2012; PIVA et aRP013). A resposta imunoldgica, sob
perspectiva local, desencadeada pelo desenvohaonuentesé&o periodontal, aliada a resposta
imune frente a agressao do carcindgeno, pode igritmaido, em um primeiro momento, para
diminuicdo da influéncia que as alteracdes celslatecorrentes da exposicdo ao 4NQO
possam ter sobre a perda 0ssea. Este achado desses/ado com cautela, uma vez que as
alteracOes inflamatdrias e a resposta imunolégicasantam inimeros fatores complexos e
nao totalmente elucidados. Também deve-se coasidgre estes fatores contribuem de
forma consistente para a desenvolvimento e pra@pessito das alteragdes tumorais, quanto
da patogénese da doenca periodontal, ao longarmote

Por outro lado, no que tangencia a analise da pésdaa espontanea, pode-se
observar no presente estudo que houve diferengéicagiva relacionando a exposi¢cdo ao
carcinégeno e a progressao de destruicdo Osseafdistpode ser explicado, em parte, pela
auséncia da ativacdo da resposta imune local ds$esiva inicial, ocasionada pela agressao
aos tecidos periodontais, presente na inducao elecdgoeridontal. O modelo de inducéo de

cancer oral pelo carcinégeno 4NQO é amplamenterittesta literatura, com resultados
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marcantes apdés 20 semanas de expos{t&NOJA, VAIDYA, 2006; RIBEIRO,
SALVADORI, 2007). As células dos tecidos expostoscarcinégeno sdo capazes, ao longo
do tempo, referente ao desenvolvimento tumoralprdeluzir citocinas e quimiocinas que
podem influenciar a resposta dos tecidos circurdart relacdo com o tecido 6sseo acontece
principalmente relacionado a capacidade de invagdr@sentado por estas células. A
reabsorcdo Ossea pelas células osteoclasticasigmpontante passo para a invasdo do 0sso
nos tumores malignos orais. As células do cancessymm a capacidade de produzir
mediadores inflamatorios como I311L-6, IL-8, IL-11, TNFw. Esses mediadores sao
capazes de estimular ndo s6 o crescimento e ddgemento tumoral, mas também a
diferenciacdo de células hematopoiéticas em oststosl ativos para reabsorcdo e invaséo
0ssea (OKAMOTO et al.,, 2000; SAHEBJAMEE et al., 200FUKUDA et al., 2010;
GASCHE et al.,, 2011). O agente alquilante 4ANQO tambapresenta a capacidade de
determinar alteracdeser senos tecidos gengivais (RIBEIRO, SALVADORI, 200Bm
conjunto, também possui a capacidade de ocasiarar dxidativo precoce no DNA dos
tecidos orais expostos, semelhante ao tabaco @monde alcool em humanos (MIRANDA
et al., 2011). Estes dados também suportam a octarde maior perda 0ssea espontanea no
grupo experimental exposto ao carcindgeno, semempges de ligadura na hemiarcada
contralateral, guando comparado ao grupo contsel®, nenhum tipo de exposicéo.

No momento, € precoce que se facam afirmacdes rutemntes a respeito dos
mecanismos pelos quais a relacdo entre exposigéo @rcindgeno e o desenvolvimento de
doenca periodontal. E possivel que o papel singfapitagénico da associacido destas
exposicOes sobre o metabolismo 6sseo deva-se aalieracdo local e/ou sistémica de
moléculas sinalizadoras comuns, como as interlascimue acabam por influenciar o
comportamento de osteoblastos e osteoclastos. l@sl@e do presente estudo apontam para
uma possivel relacdo, que deve ser objeto de cmnéstudo como, por exemplo, a analise do
perfil sérico de interleucinas. Nesse sentido, ggaleoncluir que a exposi¢do ao carcinégeno
4NQO potencialmente influencia a perda 6ssea avespontanea em ratos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo teve como objetivo avadiar,modelo animal, a possivel
inter-relacdo entre a exposicdo a um carcinégethmeaca periodontal. Isso porque, frente a
literatura vigente, observa-se que o cancer omldeenca periodontal sdo patologias com
carater inflamatorio importante. A justificativa rparealizacdo deste estudo baseia-se no
intuito de buscar elucidar mecanismos biolégicopaksivel associacdo das lesdes de cancer
oral e da doenca periodontal possam ter sobre abwlesmo 0ssed?ara tanto, um modelo
experimental conjunto de inducdo de céancer linguahducdo de doenca periodontal foi
escolhido. Também é importante ressaltar que, gigegente momento, este € o primeiro
estudo que avaliou este protocolo experimentahdagdo de cancer lingual relacionando-o
com perda 6ssea alveolar e destruicdo periodonhgmhbém foi incluida analise de perda
Ossea alveolar espontadnea, sem nenhum estimulm@&xtgor ser uma analise também
amplamente utilizada em pesquisas relacionadasgatigénese da destruicdo periodontal

Os resultados apresentados demonstram que a éxp@aigdNQO nao foi capaz de
influenciar a perda éssea alveolar induzida peiioneso da ligadura, influenciando somente a
perda 6ssea alveolar espontariestes achados devem ser observados com cautelajaama
que as alteracdes inflamatérias e a resposta irdgical envolvidos em ambas as patologias
apresentam inumeros fatores complexos e nao tatemelucidados. Também deve-se
considerar que estes fatores contribuem de fornmsistente para a desenvolvimento e
progressao tanto das alteragcdes tumorais, quanfmtd@énese da doenca periodontal, ao
longo do tempoEm um primeiro momento, € precoce que se facamadides contundentes
a respeito dos mecanismos pelos quais a relacde erposicdo a um carcin6geno e o
desenvolvimento de doenca periodontal. Os achadqeakente estudo, de forma pioneira,
apontam para uma possivel relagcdo entre doencadpatal e cancer oral sobre o

metabolismo 6sseo, 0 que deve ser objeto de congistudo.
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ANEXO B — ANALISE QUALITATIVA DOS ACHADOS MACROSCOP ICOS DAS
LINGUAS ANALISADAS

Alteracoes GRUPO 4
macroscopicas
RUGOSIDADE 0 14 0 15
LESAO LEUCOPLASICA 0 7 0 11
LESAD ERITROPLASICA 0 0 0 0
LESAD ERITROLEUCOPLASICA 0 10 0 5
LESAD EXOFITICA 0 2 0 14
LESADQ ULCERADA 0 0 0
ATINGINDO 1/3 DA SUPERFICIE 0 4 0 g
LINGUAL
ATINGINDO 2/3 DA SUPERFICIE 0 10 0 7
LINGUAL
ATINGINDO TODA A SUPERFICIE 0 4 0 4
LINGUAL

Grupo 1 - [Controle total) ausencia de indugdc de doenca pericdontal e auséncia de indugdo de cancer de lingua; Grupo 2 (Exposicdo ao
AMO0D), com exposicdo a0 carcinégeno e auséncia de inducdo de doenca periodontal; Grupo 3 (Perda dssea alveclar) inducde de doenca
periodontal & auséncia de exposicdo ao 4NQO0; Grupo 4 [Exposicdo ac 4MO0 e perda dssea alveolar): Apds 20 semanas de exposicdo ao
carcinggena, foi induzida doenca periodontal por 15 dias,



