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INTRODUCAO

As principais causas do carcinoma bucal sdo o tabaco e o dlcool (BRUGERE e
cols., 1986; FRANCO e cols., 1989; MAIER, 1992). A participagdo da saliva e de infecgdes,
particularmente por C. albicans no desenvolvimento de carcinoma bucal € controvertida. A
hipossalivagao favorece o desenvolvimento de cirie dental, assim como a colonizagéo e
permanéncia de C. albicans na cavidade bucal (JORGE e cols, 1993a e b; TOTTI, 1994).
Ratos com o fluxo salivar diminuido pela metilescopolamina desenvolveram carcinomas
bucais mais precocemente quando tratados pelo dimetilbenzantraceno (WALLENIUS, 1966).
Ratos sialoadenectomizados desenvolveram lesdes mais severas € em maior nimero apds
aplicagdo do éxido de nitroquinolina (NAVARRO, 1992).

Leucoplasias e carcinomas bucais podem apresentar infec¢ao por C. albicans,
mas o seu papel no desenvolvimento destas lesoes ndo é conhecido (CAWSON, 1966;
CAWSON e LEHNER, 1968; RENSTRUP, 1970; KROGH e cols., 1987). Ha sugestdes de
que biotipos de C. albicans, produtores de nitrosaminas enddgenas estejam implicados na
evolugdo de carcinomas bucais (HSIA e cols., 1981; KROGH e cols, 1990). Nao hi dados na
literatura descrevendo a associagao de infecgao por C. albicans com lesGes bucais causadas
pelo 4-NQO.

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da aplicagdo de C. albicans e

da sialoadenectomia no desenvolvimento de carcinomas bucais em ratos.
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REVISAO DA LITERATURA

1 CANCER BUCAL

O cancer bucal esta entre as dez neoplasias mais comuns no homem. Ocorre
predominantemente em individuos do sexo masculino e apés os 40 anos de idade. Cerca de
75% dos casos sao diagnosticados em individuos com cerca de 60 anos (BOYLE e cols., 1990;
THOMAS e FAECHER, 1992).

Os carcinomas de células escamosas representam 90 a 95% das neoplasias
malignas de boca; atingindo principalmente o labio inferior e a lingua (PINDBORG, 1980). Na
lingua, cerca de 45% dos casos ocorrem na borda lateral posterior. O aspecto clinico carac-
teristico é de uma massa tecidual exofitica endurecida e de bordas elevadas, com superficie
irregular e ulcerag@o frequente. Apresenta alto potencial metastatico devido a rica drenagem
linfatica local.

Os carcinomas de l&bio representam 25 a 30% de todos os canceres de boca,
ocorrendo numa frequéncia 20 vezes maior no ldbio inferior em relagdao ao superior.
Apresenta comportamento bioldgico e etiologia diferentes das lesoes intrabucais (BOYLE e
cols., 1990). O aspecto clinico do cancer de labio varia de acordo com a duragdo da lesdo e do
tipo de crescimento neoplasico. O tergo médio da semimucosa labial parece ser o ponto de
inicio mais frequente. Clinicamente pode apresentar-se desde um tumor exofitico sobre um
processo ulcerativo, até uma tumefagdo pouco elevada do vermelhdo do labio, muitas vezes
formando lesdo crostosa. O cancer de labio raramente provoca metastases (PINDBORG,
1980).

O padrdo histolégico do carcinoma de células escamosas é a presenga de

ninhos, corddes ou grupos de cé€lulas epiteliais malignas que infiltram o tecido conjuntivo



subjacente. As células neoplasicas exibem pleomorfismo, hipercromatismo e mitoses atipicas.
Algumas s3o bem diferenciadas, lembrando as células de origem; outras menos diferenciadas.

O grau de diferenciagdo dos carcinomas € estimado pela formagio de
queratina pelas células neoplasicas, originando as pérolas cérneas. O carcinoma é considerado
bem diferenciado quando ocorre intensa formagao de pérolas corneas. Considera-se que quanto
menos diferenciada for a lesdao, pior € o progndstico; entretanto outros fatores como
localizagao e estadiamento clinico sdo relevantes para o prognostico. A ocorréncia de
metastases regionais depende do grau de diferenciagao, localizagao e estadiamento clinico da
lesdo. (TOMMASI, 1989).

A incidéncia de cincer bucal é muito alta em alguns paises como a India,
Paquistio e Sri Lanka. No sudeste da Asia representa cerca de 40 a 50% de todas as
neoplasias malignas. Em paises ocidentais o indice de ocorréncia € de 3 a 5%. Na Franga, o
indice de mortalidade ¢é de 9,5 mortes por 100.000 habitantes (WINDER e cols., 1957,
PINDBORG, 1980). No Brasil, o cancer de boca constitui a 3% neoplasia mais comum no
homem e a 7% entre as mulheres. Segundo levantamento feito pelo Instituto Nacional do
Cancer em 1991, a incidéncia de cancer bucal no Brasil foi de 14% entre as neoplasias
malignas.

Viérios fatores sdo relacionados a etiologia do cancer bucal (HAMADA,
1991). O fumo e o alcool s@ao considerados os principais responséveis pela alta incidéncia de
carcinomas bucais (WEAVER e cols., 1979, PINDBORG, 1980; DREIZEN e LEVY, 1981;
MASHBERG e cols., 1981; BOYD e READE, 1988; SCULLY e cols., 1992).

Estudos epidemiolégicos relacionam habitos culturais de determinadas
regides, como fumar com a extremidade do cigarro acesa no interior da boca, mascar fumo ou
cheirar rapé, & alta incidéncia de carcinoma de células escamosas na boca (COHEN e cols,,
1971; SANKARANARAYANAN e cols., 1989; BOYLE e cols., 1990). WINDER e cols.
(1957) observaram, em estudo realizado nos Estados Unidos, que individuos fumantes

apresentavam risco trés vezes maior de desenvolver cancer de boca que individuos nao



fumantes. Resultados semelhantes foram encontrados em Porto Rico, onde os fumantes
apresentaram risco até cinco vezes maior (MARTINEZ, 1969). Em regides metropolitanas do
Brasil, fumantes de cigarro apresentam risco 6,5 vezes maior de desenvolverem céncer bucal
que individuos que nunca fumaram (FRANCO e cols., 1989). MAIER (1992) analisou 200
pacientes portadores de carcinomas de c€lulas escamosas de cabega e pescogo € observou que
apenas 4,5% dos pacientes nunca haviam fumado. Existe forte relagdo entre o nimero de
cigarros consumidos e o desenvolvimento do cancer bucal. Individuos que fumam mais de um
mago de cigarros por dia ou cinco ou mais cachimbos ou charutos por dia apresentam um
risco seis vezes maior que individuos nao fumantes (GRAHAM e cols., 1977).

A redugao e/ou eliminagdo dos fatores de risco é de grande relevancia na
prevengao do cancer bucal. MOORE (1965) estudou um grupo de 102 pacientes tratados de
cincer de boca ou garganta. Dos 65 pacientes que continuaram com o habito apés o
tratamento, 21 desenvolveram um segundo cancer no mesmo sitio apés 6 anos; enquanto dos
37 que abandonaram o habito, apenas 2 desenvolveram um segundo cancer no mesmo periodo
de tempo. O risco entre ex-fumantes e individuos que nunca fumaram de desenvolver cancer
bucal s6 é semelhante apds 10 anos de abandono do habito (FRANCO e cols., 1989; BOYLE e
cols., 1990).

Na grande maioria dos individuos portadores de cancer de boca, o habito
misto do fumo e ingestdo de bebidas alcodlicas € prevalente, ocorrendo sinergismo entre esses
dois fatores, elevando significativamente a probabilidade de desenvolvimento de cancer bucal
(HIRAYAMA, 1966; BROSS e COOMBS, 1976, WEAVER e cols., 1979; BRUGERE e cols.,
1986; BLOT e cols., 1988; MERLETTI e cols., 1989). Segundo MAIER(1992) a combinagao
do consumo do alcool e tabaco aumenta os riscos de modo multiplicativo. Esses autores res-
saltaram ainda a forte relagdo entre o niumero de doses ingeridas e o desenvolvimento de
cancer bucal; fator relatado também por outros autores (WINDER e cols., 1957, BURGERE e
cols., 1986).



O consumo de alcool € o responsével pelo alto indice de mortalidade por
cancer de boca, faringe e laringe em individuos do sexo masculino com menos de 55 anos, em
algumas regides da Franga, onde as familias cultivam o habito social de ingerir bebida al-
codlica diariamente (BRUGERE e cols., 1986). No Brasil, a alta incidéncia de carcinoma de
lingua também est4 relacionada ao tabagismo e consumo de cachaga (FRANCO e cols., 1989).

Na produgdo do cancer bucal, o dlcool pode agir de modo direto na mucosa,
através do efeito local de seus componentes quimicos, como substancias aromaticas, al-
caldides, e hidrocarbonetos policiclicos; ou de modo indireto, por via sistémica, tornando a
mucosa bucal mais susceptivel a agdao dos agentes carcinogénicos ou co-carcinogénicos
(KOCK, 1977; TETU, e cols., 1977). O efeito local do dlcool sobre a mucosa bucal também ¢é
relatado em pacientes que ndao fumavam ou ingeriam bebidas alcodlicas, porém faziam uso de
solugdes de bochecho, cujo teor alcodlico varia entre 14 e 28%, sendo igual ou superior aos
encontrados em bebidas alcodlicas (WEAVER e cols., 1979; BLOT, 1983).

Dentre as patologias sistémicas, a cirrose hepatica € relacionada ao
desenvolvimento de cancer bucal, devido a deficiéncia nutricional e caréncias vitaminicas
geradas por distirbios metabdlicos (KELLER, 1969; KOCH; 1977 PALMER, 1978;
TOMMASI, 1989). Grande evidéncia da relagao entre deficiéncias nutricionais e cancer bucal
¢ encontrada na sindrome de Plummer-Vinson devido a caréncia de ferro. A deficiéncia em
ferro exerce influéncia sobre o epitélio bucal, produzindo atrofia e alteragGes na cinética
celular (WINDER, 1957, RENNIE e cols., 1984; LA VECHIA e cols., 1991).

O excesso ou deficiéncia vitaminica pode afetar o metabolismo e ativagdo
especifica dos carcinégenos, influenciando no desenvolvimento do carcinoma bucal. A
vitamina C é capaz de inibir a nitrosilagdo de aminas secundarias, evitando a consequente
formag@o de nitrosaminas; o consumo frequente de frutas citricas e de alimentos ricos em
caroteno, como a cenoura, abobora e mamao foram associados a redugdo significante do risco
de cancer (WINN e cols., 1984; BOYD ¢ READE, 1988, MCLAUGHLIN e cols., 1988;
FRANCO e cols., 1989; BOYLE e cols., 1990; STICH e cols., 1991).



Fatores ocupacionais e desenvolvimento de cancer de libio tém sido
correlacionados em individuos que ficam expostos a luz solar por longos periodos, como
pescadores, agricultores, fazendeiros e marinheiros (SPITZER e cols., 1975; PORTUGAL e
MARTINS, 1982). Entre trabalhadores de industrias téxteis, VOGLER e cols. (1962)
verificaram que o cancer de boca era 3 vezes mais comum que o cincer de outra regido.
Resultados semelhantes foram encontrados na Inglaterra, sendo que os trabalhadores de
industrias téxteis de algodao eram mais susceptiveis (BINNIE e cols., 1972; MOSS e LEE,
1974). A exposi¢do a metais, Oleo, graxa e outras substincias estdo envolvidos no
desenvolvimento de carcinomas em varios sitios do trato digestivo (CAUVIN e cols., 1990).

Outros fatores implicados na etiologia do céncer bucal, como higiene bucal
precaria, traumatismos por prétese mal adaptada, arestas dentais ou restauragdes inadequadas

sdao questionaveis (PINDBORG, 1980; FRANCO e cols., 1989).

2 CARCINOGENESE BUCAL EXPERIMENTAL

A carcinogénese € um processo de multiplas etapas, a partir do qual uma
célula normal passa a adquirir progressivamente potencialidades de imortalizagao, geragio de
tumores e finalmente capacidade de invadir tecidos normais e colonizar 6rgdos a distancia
(CHAMMAS e VILLA, 1993).

O processo de carcinogénese € dividido em duas fases distintas: iniciagdo e
promogao. Iniciagdo resulta em alteragbes irreversiveis no DNA celular. Nesse estagio,
células normais sao convertidas em células tumorais latentes. No estdgio promotor, as células
iniciadas expressam significativamente seu fenétipo aberrante, deixando seu estado de laténcia
e passando para um estado de proliferagao progressiva (BERENBLUM e cols., 1970; BECK-
ER, 1981; ODUKOYA e SHKLAR, 1984).



Em 1927, BONNE estudando o desenvolvimento de carcinomas na pele de
camundongos induzidos pela aplicagdo de alcatrdo, observou que esses animais desenvolviam
papilomas na boca e estdmago, provavelmente devido a ingestio do produto ao lamber a
regido. Apods estas observagdes, o tabaco e os produtos de sua combustio passaram a ser
amplamente utilizados na carcinogénese bucal experimental (ROFFO, 1930; OYAMA, 1935;
KRESHOVER, 1957).

Ha diferengas de susceptibilidade entre as espécies animais aos diferentes
agentes carcinogénicos. SALLEY (1954) estudou os efeitos da aplicagdo de hidrocarbonetos
policiclicos sobre o epitélio da bolsa da bochecha de hamsters. Animais que receberam
aplicagdo de 9,10 dimetil- 1,2 benzantraceno (DMBA) por 16 semanas apresentaram os
primeiros carcinomas apds sete semanas de tratamento. Durante a aplicagio do DMBA, o
epitélio passou por alteragbes progressivas que consistiram de hiperplasia, papilomas,
carcinoma "in situ"” e carcinoma de células escamosas. DMBA € um hidrocarboneto aromatico
que atravessa a membrana celular e age nos cromossomas durante a intérfase (WALLENIUS e
cols.,, 1975). Embora esse modelo continue sendo amplamente utilizado, DMBA nao
apresenta a mesma eficcia em outras espécies animais (FUJITA e cols., 1973; YAMAMURA
e cols., 1975; MAREFAT e cols., 1979; HASSAN e cols., 1985, MULLER e cols., 1985;
PERRIN e cols., 1990).

O modelo proposto por WALLENIUS e LEKHOLM em 1973 é o mais
utilizado. O carcinégeno 6xido de nitroquinolina (4-NQO) ¢é aplicado no palato de ratos trés
vezes por semana, resultando no desenvolvimento de carcinomas de palato e de lingua em
100% dos animais num periodo de 7 meses (WONG e WILSON, 1983; OHNE e cols., 1981,
1985; PRIME e cols., 1986; FISKER e cols., 1987, 1990).
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2.1 OXIDO DE NITROQUINOLINA (4-NQO)

O 6xido de nitroquinolina (4-NQO) é uma amina aromatica hidrossoliivel que
foi sintetizada por OCHIALI e cols., em 1954. O 4-NQO ao ser metabolizado pelo organismo
torna-se um carcindgeno potente que liga-se covalentemente ao DNA, causando mutagdes
responsaveis pela transformagdo da célula normal em neoplasica (BOYD e READE, 1988;
STITE e cols., 1987).

Enzimas tipo hidrolases convertem o 4-nitroquinolina 1-6xido em 4-
aminoquinolina 1-6xido e 4-hidroxiquinolina. Esses derivados do 4-NQO induzem mutagdes
em bases nitrogenadas, delegdes, conversoes genéticas e aberragdes crossdmicas tais como
alongamentos e deformagdes, além de quebra e troca de cromatina (SINGER e
GRUNDBERGER, 1983; BOYD e READE, 1988; NAGAO e SUGIMURA, 1986).

Através de estudos das alteragdes celulares que ocorrem durante o processo de
carcinogénese verificou-se que o 4-NQO age nos cromossomas na préfase, apés o rompimento
da membrana nuclear (WALLENIUS e cols., 1975). 4-NQO na concentragdo de 0,001%
diminui a viabilidade das células de sarcoma de camundongos; e a 0,002% exerce efeito letal.
Inibe o crescimento de tumor de Ehrlich na forma ascitica e na forma sélida "in vivo". Tem
acdo fungicida para Aspergillus niger, Trichophyton asteroides ¢ Candida albicans
(SAKAY, 1957). O 4-NQO ¢ utilizado para imortalizagao de células humanas "in vitro" para
se estudar os mecanismos envolvidos nos estagios da carcinogénese (BAI e cols., 1993).

NAKAHARA e cols. (1957) foram os primeiros a demonstrarem a agdo car-
cinogénica do 6xido de nitroquinolina, através da aplicagdo do 4-NQO a 0,25% em benzeno
trés vezes por semana na pele de camundongos. Papilomas desenvolveram-se em 100% dos
animais ap6s 100 dias e neoplasias malignas apos 200 dias de tratamento.

A mucosa bucal € considerada por muitos autores como sendo mais resistente

a carcindgenos quimicos do que a pele. A dificuldade em se induzir experimentalmente
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carcinomas na cavidade bucal através de carcindgenos quimicos esté relacionada com a falta
de "portdes de entrada" para o carcinégeno, como foliculos pilosos, e glandulas sebéaceas, além
do efeito protetor exercido pela saliva. Em animais que foram pincelados com 4-NQO na
orelha apos aplicagdo de uma camada de saliva, o periodo de laténcia para o desenvolvimento
de carcinomas espinocelulares foi 30 vezes maior quando comparado com animais que nao
receberam aplicagdo prévia de saliva (WALLENIUS e LEKHOLM, 1973). A agdo protetora
exercida pela saliva, segundo WALLENIUS e LEKHOLM (1973) é devida a agao mecanica da
saliva na eliminagdo do agente carcinogénico. Esses autores acrescentaram ainda que o uso de
um carcinégeno hidrossoluvel € mais importante para que ocorra o desenvolvimento de
neoplasias na boca do que qualquer resisténcia que possa ser ofercida pelo tecido.

A aplicagao de 4-NQO a 0,5% em propilenoglicol no palato de ratos com
fluxo salivar intacto resultou no desenvolvimento de carcinomas de palato em 100% dos
animais num periodo de 7 meses. Carcinomas de lingua, mandibula e estdmago ocorreram em
75, 20 e 30% dos animais respectivamente (WALLENIUS e LEKHOLM, 1973).

A incidéncia de carcinomas de palato e lingua em ratos cuja xerostomia
permanente foi conseguida pela remogéo cirirgica das glandulas salivares maiores, que foram
pincelados com 4-NQO no palato 4 vezes por semana por um periodo de 6 meses foi 47,75% e
15,8% maior que nos animais com fluxo salivar intacto sob 0 mesmo tratamento. O nimero de
animais sialoadenectomizados com carcinoma de palato foi 18,0% e de lingua 36,4% maior em
relagdo aos normais (NAVARRO, 1992).

A diferenca de susceptibilidade entre as espécies animais e entre ragas da
mesma espécie aos carcindgenos quimicos € relevante na eficacia do agente em produzir
neoplasias malignas. A lingua de hamster é relativamente refratiria a agdo do 4-NQO.
Primatas sio muito resistentes a agdo de carcindgenos quimicos comumente utilizados
(COHEN e SMITH, 1967; KITANO e cols., 1992). A susceptibilidade de 7 espécies de rato a
acdo carcinogénica do 4-NQO foi estudada através da administracao de 4-NQO a 0,001% na

agua de beber. Os animais receberam 4-NQO desde a idade de 6 meses até apresentarem
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estado geral de caquexia. Todos os animais desenvolveram carcinomas de células escamosas
em varios sitios da cavidade bucal e trato digestivo. A raga Dark-Agouti apresentou menor
média de sobrevida, 171,10 + 29.59 dias; Sprague-Dawley 186,21 + 31.21. Os ratos da raca
Wistar/Furth apresentaram maior tempo de sobrevida, de 238,24+ 23.55 dias e menor
incidéncia de carcinomas (KITANO e cols., 1992).

Alguns agentes sdo utilizados para se estudar o estagio de promogio da car-
cinogénese; visam aumentar a incidéncia de neoplasias num menor periodo de tempo
(BERENBLUM e SHUBIK, 1947; FUJITA e cols., 1973; OTSUBO e KAMEYAMA, 1982;
ODUKOYA e SHKLAR, 1984; ). FUJINO e cols. (1965) conjugando aplicagdes de 4-NQO
com ulceragdes provocadas artificialmente na mucosa labial de camundongos obtiveram
carcinoma de c€lulas escamosas em 77% dos animais num periodo de 180 dias. Segundo os
autores, a alta incidéncia alcancada deve-se possivelmente a maior penetragao do carcindgeno
nas camadas mais profundas do epitélio em decorréncia das ulceragdes. O 6leo de algodio
aplicados em hamsters e forbol 12-13 didecanoato em camundongos iniciados com DMBA,
mostraram-se agentes promotores eficazes, ocorrendo agilizagdo no processo de carcinogénese
(EVESON e MACDONALD, 1980; STLEIDER e READE, 1986).

Analisando o efeito promotor do rapé quando aplicados em bolsas produzidas
artificialmente na mucosa labial de ratos iniciados com 4-NQO, JOHANSSON e cols. (1989)
nao encontraram diferenga significativa na formagdo de tumores de ldbio entre os grupos
tratados apenas com 4-NQO e aquele no qual o rapé foi utilizado como promotor.
Posteriormente, esses mesmos autores relataram maior incidéncia (66%) de sarcoma de lébio
em ratos que receberam aplicagdes de rapé apds iniciagdo com 4-NQO, sugerindo que a
diferenga nos resultados obtidos ocorreu provavelmente devido a diferengas nas técnicas e
doses de 4-NQO utilizadas (JOHANSSON e cols., 1991).

O papel das deficiéncias nutricionais € metabolicas no desenvolvimento de
céancer bucal tem sido investigado por varios autores utilizando o aplicagdo de 4-NQO no

palato de ratos como modelo experimental. Deficiéncias em acidos graxos essenciais e ferro
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nao demonstraram exercer qualquer influéncia no periodo de desenvolvimento de carcinomas;
dieta com suplemento de zinco acelera, enquanto sua deficiéncia retarda o desenvolvimento de
carcinomas. Animais cirréticos quando tratados com 4-NQO no palato, apresentam forte
reagao inflamatéria e aumento de permeabilidade da mucosa, porém o tempo para o desenvol-
vimento de carcinomas € semelhante ao observado em animais normais (LEKHOLM e WAL-
LENIUS, 1976; WALLENIUS e cols., 1979; PRIME e cols., 1986a).

A aplicagdo de 4-NQO no palato de ratos constitui um modelo experimental
util para o estudo das alteragdes celulares, através de técnicas enzimaticas e
imunohistoquimicas. Andlise histoquimica da mucosa do palato de ratos que receberam trés
aplicagdes semanais de 4-NQO demonstrou que durante o processo de carcinogénese ocorre
aumento do conteudo lipidico das células epiteliais nas regides de hiperqueratose e displasia;
entretanto quando carcinomas estavam presentes, observou-se perda total do conteudo lipidico
(MATTHEWS e cols., 1986; PITIGALA-ARACHCHI e cols., 1988).

A resposta imunolégica do organismo ao 4-NQO foi investigada por
MATTHEWS e cols. (1986). Através de técnicas imunohistoquimicas e do uso de anticorpos
monoclonais, esses autores investigaram a natureza dos tipos celulares presentes no epitélio da
lingua e palato de ratos durante os estagios de normalidade, pré-maligno e maligno e
observaram que embora a aplicagdo de 4-NQO induza uma resposta imune, as células efetoras
necessarias ao controle do desenvolvimento e crescimento do tumor estdao ausentes. Existe
forte relagao entre a dose do carcinégeno e o tempo de expectativa para o desenvolvimento de
carcinomas. Quando um carcindégeno completo € aplicado num o6rgido sensivel em doses
decrescentes, o periodo de laténcia do tumor € prolongado, ocorrendo ainda uma queda na
incidéncia final do tumor. A aplicagéo de 4-NQO no palato de ratos por um periodo superior a
12 semanas resultou no surgimento de carcinomas apos 8 a 21 semanas. Quando os animais
foram submetidos ao tratamento por 1 a 6 semanas, transcorreu um longo periodo (51 a 80

semanas) até o desenvolvimento das neoplasias (SVENSON e HEYDEN, 1982).
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WONG e WILSON (1983) aplicaram 4-NQO no palato de ratos por 4, 8, 12,
16, 20 e 24 semanas. Neoplasias malignas ocorreram em 85,7% dos animais com 24 semanas.
Em camundongos que receberam 4-NQO na dgua de beber, a incidéncia de carcinomas de
células escamosas de lingua foi de 100% apds 68 semanas (OHNE e cols., 1985). STLEIDER e
READE (1984) aplicaram 4-NQO no palato de camundongos por 2, 4, 6, 8, 12 e 16 semanas e
observaram que aumento na incidéncia de atipia epitelial e carcinomas de células escamosas
estd relacionado com maior exposigao ao carcindgeno . Estudo detalhado da relagdo entre a
dose de carcinogeno utilizada e o tempo necessario para o desenvolvimento de carcinoma foi
realizado por FISKER e cols. (1987). Grupos compostos de 48 animais receberam 10u1 de 4-
NQO a 0,5% em propilenoglicol no palato 18, 12, 6 e 2 vezes. Em 50% dos animais que
receberam 18, 12 e 6 aplicagdes, carcinoma verrucoso e carcinoma de células escamosas
ocorreram apos 11 e 12 e 23 meses respectivamente. Quando submetidos a 2 aplicagdes de 4-
NQO, as neoplasias ocorreram em 25% dos animais apos 30 meses. Correlagdo positiva entre a
frequéncia de aplicagdo do carcindgeno € o grau de hiperplasia do epitélio do palato de ratos
foi demonstrada por FISKER (1990).

Na carcinogénese experimental, a disqueratose focal acantolitica constitui uma
alteragdo epitelial que precede o desenvolvimento de carcinomas; caracterizando-se pela
formagdo de fendas suprabasais, células acantoliticas e disqueratéticas, hiperqueratose e
hiperplasia da camada basal. PHILIPSEN e FISKER (1983) relataram a ocorréncia de
disqueratose em 50% dos ratos da variedade Wistar que receberam aplicagdao de 4-NQO no
palato por até 18 semanas; sendo prevalente em mucosa aderida ao 0sso, como do palato e da
gengiva vestibular.

A incidéncia de disqueratose focal acantolitica foi investigada por PRIME e
cols., 1986 através da aplicag@ao de 4-NQO no palato de ratos 3 vezes por semana durante nove
meses. Através de analise histologica, esses autores relataram que a presenga de disqueratose
focal acantolitica ndo foi observada no palato e na lingua dos animais antes de 12 semanas.

Embora mais frequente no palato, ndo ocorreu diferenga significativa na incidéncia desta al-
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teragao entre o palato e a lingua. O desenvolvimento de carcinomas nesses sitios ocorreu em
100% dos ratos ap6s 36 semanas de aplicag@ao do carcindgeno.

NAVARRO e cols. (1993) observaram a presenga de areas de disqueratose
focal acantolitica apos 1, 2 e 3 meses de aplicagao de 4-NQO no palato de ratos normais e
sialoadenectomizados, e verificaram que areas de disqueratose focal acantolitica ocorreram
mais precocemente e atingiram maior numero de ratos sialoadenectomizados. Os ratos
sialoadenectomizados apresentaram disqueratose apds 2 meses € 0s ratos normais ap0s 3 meses

de aplicagao do carcindgeno, sendo mais frequentes no epitélio do palato.

3 CANDIDOSE BUCAL

Candidose bucal é uma infec¢do micotica oportunista causada por leveduras
do género Candida, principalmente Candida albicans (SHEPERD e cols., 1985; FREITAS e
BIRMAN, 1989; STENDERUP, 1990). As leveduras sao os unicos fungos pertencentes a
microbiota normal do homem, ocorrendo comumente na cavidade bucal de individuos sadios.
Quando comparados com as bactérias, os fungos constituem uma parte insignificante da
microbiota bucal (STENDERUP; 1990). C. albicans n3o se encontra uniformemente
distribuida na cavidade bucal, sendo o dorso da lingua seu reservatério primario. O restante da
mucosa, placa bacteriana e saliva sdao colonizados secundariamente, em diferentes proporgoes
(ARENDORF ¢ WALKER, 1980).

A C.albicans foi considerada por muito tempo a Unica espécie patogénica para
o homem e virios animais de laboratério (ADRIANO, 1955). FUENTES e cols. (1952)
verificaram que a infecgdo ocorria em graus decrescentes em ratos, coelhos, cobaios e
camundongos. Atualmente, espécies como C.tropicalis; C. parapsilosis; C. guilliermondii,
C. krusei, sio frequentemente isoladas de infecgbes, principalmente de individuos

imunocomprometidos (ODDS e cols., 1989; HEYMDAHL e NORD, 1990).
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C. albicans, € a espécie isolada com maior frequéncia em candidoses bucais,
vaginites, infecgdes sistémicas, fungemias hospitalares e de pacientes imunossuprimidos
(BUDTZ-JORGENSSEN, 1974; AHEARN, 1978; ALLEN, 1982; KOMSHIAM e cols., 1989;
MARINA e cols., 1991; HEIMDAHL e NORD, 1990; WILKIESON, 1991). As candidoses
sao muito comuns, cerca de 5% das criangas apresentam a doenga na boca nas primeiras
semanas de vida (BUTLER e BAKER, 1988). InfecgGes profundas por C. albicans sio
restritas geralmente a pacientes com doengas graves (ODDS, 1987).

A candidose bucal caracteriza-se clinicamente por lesdes que geralmente
assumem aspecto de placas brancas e cremosas, que podem estender-se por toda a mucosa,
com localizagdo preferencial na lingua, palato e bochecha, e eventualmente pele adjacente a
boca (BURNETT e cols., 1978).

A candidose bucal classifica-se em:

)candidose aguda, que se subdivide nas formas pseudomembranosa e
eritematosa;

2)candidose cronica, que se subdivide em pseudomembranosa, eritematosa,
tipo "placa" e nodular;

3)lesoes associadas a Candida, como queilite angular, estomatite por

protese e glossite romboéide mediana (HOLMSTRUP e AXELL, 1990).

Na forma pseudomembranosa aguda, as lesdes geralmente se apresentam com
aspecto de placas brancas e cremosas, localizando-se preferencialmente na lingua, palato e
bochecha, podendo eventualmente atingir gengiva e assoalho de boca (SHAFER e cols.,
1985). Constitui-se de tecido necrotico, restos alimentares, leucocitos e bactérias ancoradas ao
epitélio bucal por leveduras e pseudohifas de C. albicans que invadem a superficie
queratinizada do epitélio. As camadas mais profundas do epitélio geralmente nao sao atingidas,
entretanto mostram acantose, edema e microabcessos.  Apresentam também reagao

inflamatéria com presenga de polimorfonucleares, linfocitos e macréfagos. Essa forma €
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diagnosticada com maior frequéncia em recém-nascidos e adultos debilitados (FREITAS e
BIRMAN, 1989). A forma eritematosa aguda acomete principalmente o dorso da lingua; as
lesOes caracterizam-se por areas avermelhadas, com bordas mal definidas, ocorrendo
principalmente em individuos sob antibioticoterapia (HOLMSTRUP e AXELL, 1990).

As formas cronicas pseudomembranosa e eritematosa sio frequentemente
encontradas em pacientes com sistema imunolégico comprometido ou que utilizam
corticosteréides inaldveis. A caracteristica das lesdes tipo "placa" é a presenga de placas bran-
cas, geralmente firmes e persistentes, envolvidas por eritema, presentes na maioria das vezes
nos labios. Quando ocorre a formagao de papulas ou ndédulos, a candidose é denominada de
nodular cronica. As formas cronicas sao caracterizadas pela presenga de pseudohifas na
superficie do epitélio (BUDTZ-JORGENSEN, 1990; HOLMSTRUP e AXELL, 1990).

C. albicans ¢ frequentemente isolada de queilite angular, estomatite por
prétese e glossite rombéide (WILKIESON e cols., 1991), porém a etiologia dessas infecgdes €
muito discutida e acredita-se que haja associagao microbiana para que elas ocorram (BUDTZ-

JORGENSEN, 1990).

3.1 Candida albicans

CARACTERISTICAS GERAIS

Na forma de levedura, as células da C. albicans apresentam-se globosas, ova-
ladas ou alongadas, medindo cerca de 3 a 7um de largura ¢ 6 a 10um de comprimento. Na
forma de micélio, apresentam-se como pseudohifas, podendo também formar hifas verdadeiras
(ODDS, 1987). Sao microrganismos Gram positivos, aerobios, podendo também crescer em

anaerobiose. Quando cultivadas em meio de cultura liquido formam sedimentos; em agar
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Sabouraud a 37° C as coldnias apresentam-se brancas ou branco-amareladas, com cerca de 4 a
8 mm de didmetro, umidas, cremosas e com odor caracteristico (LODDER, 1971; SANDVEN,
1990). C. albicans produz tubo germinativo quando incubada em soro a 37°C; clamiddsporos
quando cultivadas em agar-fuba; fermenta glicose, maltose, ndo fermenta lactose e na maioria
das vezes sacarose, enquanto que a fermentagdo da galactose € varidvel. Como fonte de
carbono utiliza dextrose, galactose, maltose, trealose, xilose, sacarose e manitol (KREGER
VAN RIJ, 1984). E classificada em sorotipos A ¢ B. O grau de viruléncia para camundongos
parece ndo estar relacionado com os sorotipos (HASENCLEVER e MITCHELL, 1961, 1962).
O sorotipo B € o mais frequentemente isolado de pacientes com o sistema imune
comprometido como na AIDS (BRAWNER e CUTLER, 1984).

Nos tecidos, C. albicans apresenta-se na forma de micélios ou leveduras,
dimorfismo caracteristico da espécie. Na forma de leveduras aparecem como estruturas
esféricas ou ovaladas, com diametro aproximado de 4um. Apresentam paredes espessas € bem
demarcadas, podendo mostrar gemulagdo inicial. Na forma miceliana, as pseudo-hifas sdo
geralmente longas, de espessura varidvel, com septagdes a curtos intervalos. Quando
observadas em cortes transversais, exibe secc¢do circular, com discretas variagoes de calibre
(PETTINATI, 1980).

C. albicans induz reagdo inflamatéria aguda, com edema, actimulo de
infiltrado inflamat6rio neutrofilico e produgdo de multiplos microabcessos. O crescimento
miceliano é exuberante nas superficies mucosas (PETTINATI, 1980). Em microscopia
eletronica, observa-se que a adesdo da levedura da C. albicans segue dois padroes: associagao
fraca, com espago preenchido por matriz que pode ser evidenciada por vermelho de ruténio ou
associagdo firme, sem a presenga de espago entre a levedura e a célula epitelial (MARRIE e
COSTERTON, 1981). As pseudohifas de C. albicans apresentam crescimento intracelular,
podendo em alguns casos aparecer perto ou cruzando as jungdes intercelulares das células

epiteliais (CAWSON e RAJASINGHAM, 1972).
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PATOGENICIDADE

A patogenicidade da C. albicans esta relacionada tanto a fatores inerentes a
levedura quanto ao hospedeiro. Os fatores inerentes 2 Candida ainda continuam pouco
conhecidos, entretanto alguns autores sugerem sua capacidade de aderéncia & mucosa,
habilidade de formar pseudohifas, presenga de substincias semelhantes a endotoxinas e
capacidade de produzir e secretar enzimas histoliticas (ODDS, 1987; DOUGLAS, 1987).

A aderéncia de microrganismos as superficies epiteliais constitui um dos
fatores mais relevantes para que ocorra a colonizagdo do tecido e consequente
desenvolvimento de infecgao (GIBBONS e VAN HOUTE, 1971; MARDT ¢ WESTROM,
1976; DOUGLAS e McCOURTIE, 1983). A C. albicans adere-se mais firmemente as células
epiteliais "in vitro" que as outras espécies de Candida. A ades3ao da levedura a superficie
mucosa parece envolver interagdo de lectina entre a porgdao protéica de manoproteina,
localizada na superficie da levedura e receptores de glicosideo presentes na célula epitelial.
Essa adesdo pode ser acentuada por pré incubag@o das células epiteliais com certas espécies
bacterianas ou adicionando-se carboidratos ao substrato (BUDTZ-JORGENSEN, 1990).

Além da capacidade de aderéncia as células epiteliais bucais e vaginais "in
vitro" (KIMURA e PEARSALL, 1978, GHANNOUM e cols., 1990; DARWAZEH e cols.,
1991), C. albicans apresenta aderéncia acentuada em codgulos de fibrina e em superficies
acrilicas "in vitro (SAMARANAYAKE e cols., 1980; MacCOURTIE e DOUGLAS, 1981;
SAMARANAYAKE e cols.,, 1988; SEAGAL e cols., 1988; BRANTING e cols., 1989).
Quando pré-incubadas em saliva, apresentam maior capacidade de aderéncia as células "HeLa"
e células embrionédrias de rim humano, provavelmente devido a transicao do microrganismo da
fase de levedura para miceliana (SAMARANAYAKE e MacFARLANE, 1982). A formagao
de tubo germinativo por C. albicans ¢ um mecanismo que favorece a patogenicidade da

espécie, visto que propicia reteng@o adicional da levedura as células do epitelio bucal, acrilico
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e pele (KIMURA e PEARSALL, 1980; SOBEL e cols.,, 1984; TRONCHIN e cols., 1988;
RAY e PAYNE, 1988). A inibigao da formagdo de tubo germinativo pelo uso de drogas
diminui a aderéncia da levedura as células (GUANNOUM e cols., 1990; SPIECHOVWICZ e
cols., 1990).

A produg@o de endotoxinas pela C. albicans é considerada outro importante
fator de patogenicidade (CLUTER e cols., 1972). Endotoxinas de Candida sio letais para
camundongos quando injetadas endovenosamente; produzem eritema em pele de coelhos e co-
baios, provocam dermatite semelhantes as doengas dermatolégicas do homem, e aumentam a
atividade mitdtica do epitélio bucal de ratos (WINNER, 1958, MOURAD e FRIEDMAN,
1961; MAIBACH e KLIGMAN, 1962; REED e cols.,, 1990). A canditoxina, endotoxina
produzida por C. albicans, ¢ uma substancia protéica de alto peso molecular, presente no
citoplasma, cuja agao parece ser a de liberar histamina dos mastocitos (IWATA, 1975).
Enzimas histoliticas, como fosfatases, proteinases, hialuronidase e condroitim sulfatase,
produzidas por C. albicans constitui um mecanismo de patogenicidade, por favorecer a pen-
tragdo da levedura nos tecidos (BUDTZ-JORGENSEN, 1971; PRICE e cols., 1982; RUCHEL
e cols., 1982; RUCHEL, 1984, SAMARANAYAKE e cols., 1984; BARRET-BEE e cols.,
1985; SHIMIZU, 1988 e 1990; ALMEIDA, 1991). A participagio das proteinases,
colagenases, mucopolissacaridases e outras enzimas foi relatada como fatores de agressio das
leveduras a regido periodontal. A proteinase de C. albicans é capaz de degradar IgA se-
cretéria e sérica da saliva, diminuindo assim os possiveis efeitos protetores desses anticorpos
(REINHOLDT e cols., 1987). Proteinase acida produzida por C. albicans possui atividade
queratolitica, podendo participar na aderéncia e penetragio da levedura nas superficies

queratinizadas do epitélio (RAY e PAYNE, 1988).
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4 FATORES PREDISPONENTES A CANDIDOSE

Apesar de ocorrer normalmente como comensal no hospedeiro humano, a C.
albicans possui capacidade de invadir os tecidos quando as defesas locais e sistémica do
hospedeiro encontram-se comprometidas. Assim, a viruléncia da C. albicans é determinada
mais pelo estado do hospedeiro que do que pelo fungo (ODDS, 1979). A boca, contrariamente
a outras cavidades do organismo, estd constantemente exposta a fortes estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos, em decorréncias aos atos fisiologicos a ela inerentes, como a mastigagao.
Assim, estd propensa a apresentar com precocidade e frequéncia, alteragdes decorrentes de
modificagdes sistémicas, seja de fundo carencial, metabdlico ou de outra natureza, que podem
concorrer para o rompimento do equilibrio bioldgico entre populagdao microbiana e hospedeiro
(LACAZ, 1980).

Inimeros s@o os fatores predisponentes a candidose bucal citados na literatura,
sendo rara a ocorréncia de doenga sem a presenga de um ou mais destes fatores (ALLEN,
1982; ARENDORF e cols.,, 1983; ARENDORF e¢ ADDY, 1985; GHANNOUM, 1988,;
OKSALA, 1990; BUDTZ-JORGENSEN, 1990; ).

As alteragOes sistémicas que predispde a candidose sao:
1) Fisiol6gica, como idade avangada ou recém-nascido,
2)Traumatismos, representados por maceragdes ou dano quimico a mucosa ou pele;
3)Reagdes de hipersensibilidade;
4)Desordens endécrinas;
5)Sindrome de mal nutri¢ao ou maladsorgao:
6)Cancer, principalmente as leucemias; anemias e agranulocitoses,
7) Estados pré operatdrios; antibioticoterapia, doengas infecciosas;

R) Dracas imnnnssnnressnras irradiacan
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Entre os fatores locais encontram-se:
1) Xerostomia: sindrome de Sjo gren, irradiagéo, terapia medicamentosa;
2) Antibidticos;
3) Dieta rica em carboidratos;
4) Cancer bucal;
5) Uso de proteses e aparelhos ortodonticos mal adaptados ou inadequadamente
cuidados;
6) Fumo;
7) Associagao com outras doengas bucais, como glossite rombdide mediana,

leucoplasia e lichen plano.

5 PRESENCA DE C. albicans EM LESOES POTENCIALMENTE MALIGNAS
E MALIGNAS DA CAVIDADE BUCAL

As leveduras sdo microrganismos indigenas da cavidade bucal de individuos
sadios; sendo a espécie C. albicans, isolada em cerca de 60 a 70% dos casos (STENDERUP,
1990). Cerca de 5 a 7% dos recém-nascidos ja apresentam C. albicans na boca 24 horas apos
0 nascimento, apds 1 semana, 14,21% das criangas sao portadoras da levedura ( RUSSEL e
LAY, 1973; LAY e RUSSEL, 1977). A presenca de Candida foi relatada em 49% em
criangas entre 3 a 5,5 anos e em cerca de 5% das criangas entre 6 e 12 anos (BERDICEVSKY
e cols., 1984). Nido estd bem estabelecido porque alguns individuos sao portadores € outros
nao, entretanto STENDERUP, 1990 sugere que fatores nutricionais, interagdes da levedura
com a microbiota bacteriana e a presenga de anticorpos especificos possam ser relevantes. Em
individuos sadios, as contagens de levedura geralmente apresentam-se baixas, geralmente
inferiores a 400 unidades formadoras de colonia por ml (WILLIANSON; 1972; EPSTEIN e
cols.,, 1980; BURFORD-MASON e cols.,, 1988; OLSEN e¢ STENDERUP, 1990). Em
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pacientes hospitalizados, C. albicans é isolada em valores superiores a 80%; atingindo indice
semelhante em pacientes aidéticos (ODDS, 1987, KOMSHIAN e cols., 1989; FRANKER e
cols., 1990; WILKIESON e cols., 1991).

Radioterapia de cabega e pescogo, predispde o aumento na quantidade de C.
albicans na boca. RUSSEL e cols. (1987) relatam aumento do mimero de leveduras
recuperadas em 47% dos pacientes que apresentavam culturas positivas antes da radiagio.

Leucoplasia, eritroplasia e lichen plano sd3o lesdes consideradas
potencialmente malignas. O nimero de leucoplasias bucais que passam por transformagio
maligna varia entre 0,13 e 6,0%, embora estes valores estejam relacionados com o tempo de
observagdo do progresso da lesio (BANOCZY e SUGAR, 1970; BANOCZY, 1977). As
leucoplasias sdo divididas nas formas homogéneas € nio homogéneas. A forma homogénia
apresenta uma superficie ondulada € macia. O tipo ndo homogénio pode ser dividido em
eritroplasia, lesGes brancas intercaladas com areas avermelhadas; leucoplasia nodular, lesdes
brancas com areas nodulares e granulares; € leucoplasia verrucosa, lesao exofitica com
projecdes pontiagudas e grosseiras ( AXELL e cols., 1984). A progressio das leucoplasias do
tipo ndao homogéneo para cancer varia entre 7 a 49%. Todas as formas de leucoplasia podem
ser infectadas por Candida, entretanto o tipo nao homogéneo apresenta maior pré-disposicao a
invasdo e a alteragGes neoplasicas (PINDBORG e cols., 1963; 1968; SILVERMAN e ROZEN,
1968; ROED-PETERSEN, 1971, HOMSTRUP e DABELSTEEN, 1974; SILVERMAN e
cols., 1984; HOGEWIND e cols., 1989; BANOCZY e RIGO, 1991).

C. albicans é a espécie mais isolada das lesdes leucoplasicas da cavidade
bucal, principalmente do tipo ndo homogénio; sendo que os biotipos de C. albicans isolados
de lesdes leucoplasicas frequentemente diferem dos biotipos isolados da mucosa normal
(KROGH e cols., 1987). CAWSON (1966) descreve a presenga de Candida em quinze de
171 amostras de leucoplasia e em duas de seis carcinomas. Em vinte e sete amostras de
liquem plano, a levedura estava ausente. Paraqueratose, edema e infiltrado inflamatorio

polimorfonuclear foram observados nas regides de leucoplasia, onde pseudohifas penetravam a
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camada queratinizada do epitélio. Em 1968, CAWSON e LEHNER sugerem uma relagdo
etiologica da C. albicans em leucoplasias, baseados no fato de ocorrer regressio das lesdes
com tratamento com antifungicos. Leucoplasia do tipo nio homogéneo, considerada um
estagio clinico avangado de precancer bucal, é quase invariavelmente invadida por Candida.

RENSTRUP (1970) encontrou invasido por Candida em 61% das amostras de
leucoplasia do tipo ndo homogéneo; em 71% dessas lesdes foi observado atipia celular.
Apenas 3% das lesoes do tipo nao homogéneo apresentaram invasdao por Candida. DAF-
TARY e cols. (1972) , descreveram em quarenta e nove leucoplasias, invasao por Candida em
vinte e sete do tipo homogéneo; vinte e dois do tipo nao homogéneo. Embora a presenga de
Candida seja frequente em lesdes pré-cancerosas, estd ausente na maioria dos carcinomas
bucais (CAWSON, 1966; BURKHARDT e SEIFERT, 1977).

Virios estudos experimentais buscam esclarecer a influéncia exercida por C.
albicans e outros fungos no desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas. A capacidade
de algumas espécies de Candida e outros fungos em induzir ou intensificar o
desenvolvimento de tumores malignos em animais tem sido demonstrada ha muitos anos
(MANKOWSKI, 1963; LANCASTER e cols., 1961; BLANK e cols., 1968; HSIA e cols.,
1981; FIELD e cols., 1989). Candidose induzida experimentalmente na boca de ratos,
demonstrou que a infecg@o produzida pelo microrganismo, embora confinada a camada cérnea,
estd associada a alteragOes significativas nos tecidos epiteliais e subepiteliais, sugerindo pelo
menos um papel co-causativo da infecgdo por Candida em alguns casos de leucoplasia bucal
humana (JONES e RUSSEL, 1973). MANKOWSKI (1963) observou que apos injegao de C.
albicans no bago de ratos Wistar, ocorreu aumento significativo no nimero de tumores
malignos em varios orgaos. Extratos de C. parapsilosis quando injetados subcutaneamente em
camundongos por quatro semanas, levaram ao desenvolvimento de sarcomas em seis dos
dezesseis animais; enquanto a frequéncia de linfomas aumentou significativamente em animais
inoculados com extratos de C.albicans e Trychophyton sp (BLANK e cols., 1968). Ratos e

camundongos recém-nascidos injetados com metilcolantreno, desenvolveram tumores
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subcutaneos com maior frequéncia, em periodos mais curtos € de maior diametro, quando
estimulados concomitantemente por inje¢des de glicoproteinas de C. albicans, do que os
animais tratados apenas com metilcolantreno (MANKOWSKI, 1971). Células de
fibrossarcoma de camundongos infectadas por C. albicans e injetadas em camundongos
singénicos, resultam no desenvolvimento, invasdo e ocorréncia de metastases mais rapida e
frequentemente que nos animais injetados com células de fibrossarcoma nao infectadas pela
levedura (GINSBURG e cols., 1987).

Alguns biotipos de C. albicans estdo implicados na etiologia do cancer bucal
devido a produgdo de nitrosaminas endogenas. Em algumas regides da China € alto o indice
de carcinoma de es6fago, provavelmente devido a alta concentragao de nitrato e nitrito na dgua
de beber, os quais constituem precursores do carcindgeno benzilmetilnitrosamina. C. albicans
¢ frequentemente isolada de pacientes com lesdes pré-malignas e com carcinoma de esdfago.
HSIA e cols. (1981) demonstraram que biotipos de C. albicans t€ém capacidade de aumentar a
producdo de benzilmetilnitrosamina atraves de seus precursores, sugerindo um papel da C.

albicans no desenvolvimento de carcinomas de esdfago nestes pacientes.

6 CANDIDOSE BUCAL EXPERIMENTAL

Numerosos modelos experimentais tém sido utilizados para se estudar
candidose bucal. Infec¢do na boca de coelhos foi descrita por MacKINNON (1936); € em
galinhas gnotobidticas por BALISH e PHILLIPS (1966). Modelos esperimentais utilizando
macacos (BUDTZ-JORGENSEN, 1971b, 1973, 1975, OLSEN e HAANAES, 1977), ratos
(JONES e ADAMS, 1970, ROGERS e BALISH, 1980) e camundongos (PHILLIPS e
BALISH, 1966; LACASSE e cols,, 1990) ja foram descritos. O rato como modelo
experimental é amplamente utilizado no estudo da influéncia dos fatores locais e sistémicos

predisponentes a candidose e da resposta do hospedeiro a infecgdo. ADAMS e JONES, (1971)
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inocularam C. albicans na cavidade bucal de trinta ratos, e observaram o desenvolvimento de
infecg@o em cinco animais. A infecgdo ocorreu principalmente na borda gengival, alterando o
grau de queratinizagao do epitélio, causando discreto envolvimento do tecido conjuntivo.

As alteragbes epiteliais produzidas por inoculagdes de C. albicans por
periodos curtos ou prolongados na cavidade bucal de ratos, conjugadas ou nio a outros fatores
predisponentes, como o uso de antibi6ticos, uso de préteses ou xerostomia foram descritas por
varios autores (JONES e RUSSEL, 1973; ALLEN e cols., 1982; FISKER e cols., 1982;
ALLEN e BECK, 1987; JORGE, 1991). JONES e RUSSEL (1974), relataram a incidéncia de
candidose na mucosa da lingua em 55% dos ratos inoculados com C. albicans durante vinte e
duas semanas. As pseudohifas de C. albicans penetraram apenas a camada cémea do epitélio,
e estavam associadas com a perda das proje¢oes das papilas linguais e hiperqueratose.
Acumulo de células mononucleares e significante alteragdo da camada muscular mais super-
ficial também foram observadas. Em ratos inoculados com Candida durante 6, 9 e 12 meses,
candidose foi observada histologicamente em 15, 40 e 20% dos animais respectivamente
(JONES e cols., 1976).

FISKER e cols. (1982) analisaram a permanéncia e o indice de infec¢ao por
C. albicans na cavidade bucal de ratos que receberam tratamento prévio com tetraciclina e
foram inoculados com C. albicans durante 34 semanas. C. albicans foi recuperada da boca
de 50% dos animais apds 6 dias da ultima inoculagdo enquanto apenas 25% apresentaram a
presenca de pseudohifas no interior do epitélio. Os focos de candidose localizaram-se
basicamente nas dobras dos sulcos, margem gengival e bochecha. Sinais de candidose de longa
duragdo foram observados apenas na superficie dorsal da lingua; caracterizados por perda das
papilas linguais e substituigdo por epitélio plano e paraqueratético, hiperplasico e acantdtico.

Em ratos inoculados com C. albicans durante 40 semanas, a presenga de
candidose foi observada principalmente na por¢dao mediana do tergo posterior do dorso da
lingua, apresentando aspectos clinicos e histolégicos similares a glossite romboide mediana

(ALLEN e cols., 1982). Lesdes clinicamente visiveis foram observadas por ALLEN e cols,,
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(1988), na lingua de ratos inoculados com C. albicans durante 20 semanas. Os animais foram
divididos em 2 grupos: 8 animais receberam 20 mg/kg/dia de ketoconazole por duas semanas e
9 animais ndo receberam tratamento. Nos animais tratados, todas as lesdes regrediram enquan-
to apenas 2 ratos do grupo controle apresentaram regressio das lesdes. Os autores sugerem que

as alteragGes epiteliais causadas pela inoculagio da levedura por 20 semanas sio reversiveis.

7 XEROSTOMIA

Aproximdamente 90% da secre¢do salivar € produzida por trés pares de
glandulas salivares maiores: parétida, submandibular e sublingual. O restante é produzido por
numerosas glandulas menores, distribuidas pela cavidade bucal, exceto gengiva e porgdo
anterior do palato duro (HERRERA e cols, 1988). Os produtos de secregao das glandulas
salivares podem ser divididos basicamente em dois tipos: seroso € mucoso. A saliva serosa é
aquosa, rica em proteinas e sua secregdo esta relacionada a estimulos olfatério, gustatorio e
mastigatério. A saliva mucosa é composta de glicoproteinas altamente viscosas, cuja secregdo
¢ independente de estimulos conhecidos (SUDDICK e DOWD, 1980). A quantidade e
composigao da saliva dependem da natureza do estimulo que inicia a agao dos nervos
simpatico e parassimpatico (GARRET, 1987).

A saliva é importante na fisiologia orofaringeana, na digestdo e na protegéo
das células gastricas. Na digestdo, a ag3o da amilase e lipases salivares ja foram descritas por
varios autores (HAMOSH e BURNS, 1977, FIELD e cols., 1987). Na cavidade bucal, a saliva
participa dos processos de mastigagao, fala, degluti¢do, lubrificagao dos tecidos, sensibilidade
gustativa devido a presencga da proteina gustina, mediadora do paladar; prote¢ao das mucosas
contra a penetragdo de diversas substancias, regulagdo do pH bucal devido a sua capacidade
tampao e formagao da placa bacteriana (SHATZMAN e HENKIN, 1981; MANDEL, 1987). A

protecao da cavidade bucal pela saliva deve-se & remogao mecénica de residuos alimentares e
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microrganismos. A saliva participa na manutengao do equlibrio da microbiota bucal através da
agregagao e redugdo da aderéncia de microganismos, de sua agao antibacteriana, antivirdtica e
antifingica. Participa também na maturagdo pds eruptiva do esmalte; regulagio do balango
i6nico nos processos de remineralizagdo do esmalte; deposicdo da pelicula adquirida e
limitagdo da difusdo de acidos (MANDEL, 1989).

Alteragdes clinicas como a sindrome de Sjs gren, medicamentos, radioterapia,
doengas locais e sistémicas, s3o0 as causas mais comuns que levam a disfungdo das glandulas
salivares e consequente xerostomia (GLASS e cols., 1984; MANDEL, 1990; EDGARD, 1990;
1992). A xerostomia pode produzir fissuras na lingua e labios e frequentes ulceragdes. A falta
de lubrificagdo resulta na aderéncia da lingua e bolo alimentar 2 mucosa bucal ou superficies
de dentes e proteses, dificultando a mastigagdo, deglutigao e fonagao (HERRERA e cols.,
1988). A xerostomia também aumenta a incidéncia de caries em humanos (GLASS e cols.,
1984; JANSMA e cols., 1988; EPSTEIN e cols., 1992). A atrofia da mucosa bucal e aumento
da incidéncia de céaries em pacientes idosos parece estar associada a diminuig¢do de saliva
(WALLACE e PETRUSNECK, 1985).

As substancias antimicrobianas presentes na saliva sdo as principais
responsaveis pelo controle da microbiota bucal. A lisozima, causa destrui¢gdo de células
bacterianas, especialmente Streptococcus mutans, provavelmente devido a ativagdo de
autolisinas bacterianas; inibe o crescimento ou reduz a incorporacao de glicose por algumas
bactérias (TWETMAN e LINDQUIST, 1985; TWETMAN e cols., 1986; POLLOCK e cols.,
1987). A lactoferrina € efetiva contra microrganismos aerobios ou facultativos que utilizam o
ferro em seu metabolismo, competindo pela ligagao ao ferro, privando o microrganismo deste
nutriente essencial; entretanto existem algumas espécies bacterianas com capacidade de digerir
a lactoferrina, utilizando-a como fonte de ferro (MANDEL, 1989; EDGARD, 1992). A
peroxidase salivar faz parte de um sistema que envolve a oxidagdo de tiocianato pelo peroxido
de hidrogénio, gerado pelas bactérias, em hipotiociananito, que afeta o0 metabolismo bacteriano

(TENOVUO e cols., 1982). A IgA da saliva, possui como caracteristica a capacidade de inibir
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a aderéncia bacteriana, neutralizar microrganismos e suas toxinas e constituem agentes efetivos
na inibigdo da transmissdo do HIV e outros virus como o Herpes simplex (McNABB e
TOMASI, 1981; HERRERA e cols., 1988, MANDEL, 1989).

A agregag@o de bactérias por glicoproteinas de alto peso molecular presentes
na saliva, favorece a eliminagdo dos microrganismos da cavidade bucal (van HOUTE, 1983;
BABU e cols., 1986; KOOP e cols., 1987). Acao antifiingica foi observada em polipeptideos
ricos em histidina presentes na saliva da parétida, os quais inibem o crescimento de C.
albicans "in vitro" e possivelmente exergam a mesma agao "in vivo" (POLLOCK e cols.,
1984). A mucina, uma glicoproteina de alto peso molecular produzida basicamente pelas
glandulas salivares menores, € a principal substancia envolvida no processo de lubrificagdo e
controle da permeabilidade da mucosa bucal. Apresentam baixa solubilidade, alta viscosidade,
elasticidade e adesividade, podendo formar barreira efetiva contra bactérias e ressecamento da
mucosa bucal. Também protegem a mucosa, resistindo a agao de proteases produzidas por
bactérias, no sulco gengival, e por leucocitos polimorfonucleares em degeneragao (TABAK e
cols., 1982; MANDEL, 1987).

Inimeros sdo os mecanismos presentes na saliva responsdveis pela
manutengao da integridade da cavidade bucal. Quaisquer alteragdes que levem a um estado de
xerostomia, podem romper o equilibrio ecolégico da cavidade bucal, favorecendo o
desenvolvimento de infecgdes. A xerostomia em humanos pode ser temporaria , devido a
sialadenite ou uso de medicamentos. Casos graves de xerostomia podem ser encontrados em
individuos ap0s radioterapia, na sindrome de Sjo gren, portadores de certas doengas sistémicas
e em casos de aplasia glandular (BERTRAN, 1967, GRAD e cols., 1985; HERRERA e cols.,
1988; MANDEL, 1990).

A idade avangada pode ser um fator predisponente a xerostomia
(OSTERBERG e cols., 1984). Estudos experimentais tém demonstrado que animais
xerostdmicos apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento de caries (KLAPER e

VOKER, 1953; SHAW e WOLLMAN, 1958; BOWEN e cols., 1988 ae b; 1TO, 1990).
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O papel da saliva na protegio da cavidade bucal por C. albicans ¢é
controverso. Componentes especificos da saliva podem mediar a aderéncia de C. albicans is
células epiteliais bucais. (SAMARANAYAKE e MacFARLANE, 1981; 1982; GHANNOUM
e cols., 1990; DARWAZEH e cols., 1991). Entretanto, ha evidéncias de que a IgA salivar
inibe a adesdo de C. albicans as células epiteliais da boca (EPSTEIN e cols., 1982;
VUDHICHAMNONG e cols., 1982).

A diminuig¢do do fluxo salivar € uma condigdo que predispde a infecgdes por
fungos na boca (EPSTEIN e cols., 1983; HERNANDES e DANIELS, 1989; SCULLY, 1989
MacCARTHY, 1992). Pacientes com sindrome de Sjogren ou submetidos 4 radiagdes na
cabega e pescogo apresentam alta incidéncia de C. albicans na cavidade bucal (BROWN e
cols., 1975; TAPPER-JONES e cols., 1981).

Em modelos experimentais, JORGE (1991) relata a incidéncia de candidose na
lingua em 70% dos ratos xerostdomicos ¢ em 20% dos ratos normais que receberam 3
inoculagdes semanais de C. albicans durante 32 semanas, sugerindo que a xerostomia facilitou
a permanéncia da levedura e a colonizagio do epitélio pela levedura. Através da inoculagio de
C. albicans por 3 dias alternados, FISKER e cols., (1982) observaram alta incidéncia inicial de
infecgdo, seguida de rapido declinio apés cinco semanas da primeira inoculagdo. A penetragao
de pseudohifas no interior do epitélio foi observada e 33% dos animais. Os locais mais
frequentes de infecg@o foram a gengiva marginal (98,8%), a mucosa do sulco gengival e lingual
e a lingua. Esses autores relacionaram a alta seletividade de adesdo as caracteristicas do
epitélio e presenca e natureza da queratina.

JONES e ADAMS (1970) ndo observaram diferenga na incidéncia de
candidose em ratos cuja xerostomia foi induzida através do uso de hioscina. Placas acrilicas
inoculadas com C. albicans foram inseridas em macacos que tiveram o fluxo salivar reduzido
com injegdes de oxifenciclimina. Apds uma semana, esses animais apresentaram lesdes no
palato mais extensas € com regressao mais lenta em relagao ao grupo controle, sugerindo que

a saliva poderia exercer algum efeito protetor, impedindo a colonizagdo de C. albicans na
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superficie da proteses (OLSEN e HAANAES, 1977). Ratos com o fluxo salivar reduzido
apresentam maior nimero de leveduras na cavidade bucal. A permanéncia de C. albicans na
cavidade bucal de ratos sialoadenectomizados foi estudada por TOTTI, 1994. Apods 4
inoculagdes consecutivas de 108 células de C. albicans, a levedura foi recuperada em maior
quantidade e persisténcia da cavidade bucal dos ratos xerostomicos, permanecendo superior

até 30 dias da ultima inoculagdo.
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PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da aplicagao de C.
albicans e da sialoadenectomia no desenvolvimento de carcinoma bucal em ratos

causado pelo 4-NQO.



MATERIAL E METODOS
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MATERIAL E METODOS

1 ANIMAIS

Foram utilizados 112 ratos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), machos,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram distribuidos em niimero
de cinco por caixa plastica, sendo alimentados com ragdo comercial Purina e dgua "ad
libitum".

Os animais foram pesados semanalmente durante todo o periodo experimental.

2 SIALOADENECTOMIA

A remogado cirirgica das glandulas salivares maiores, parétida, submandibular
e sublingual foi realizada de acordo com a técnica proposta por CHEYNE (1939).

Os animais foram anestesiados com injegao intraperitoneal de hidrato de cloral
a 10% (400 mg/kg de peso corporal). A regido cervical foi submetida a tricotomia e
antissepsia com élcool iodado a 2%. A porgdo cervical mediana foi excisionada com bisturi e
com a dissecagdo cuidadosa dos tecidos subjacentes, as glandulas salivares maiores foram
expostas.

Localizadas na regido infra-hiéide encontram-se as glandulas submandibulares
e sublinguais, as quais apresentam-se separadas apenas por fina camada de tecido conjuntivo,
assumem aspecto macroscopico de um bloco tinico, possibilitando sua remogao simultanea. A
remogdo das glandulas foi realizada apds prévia ligadura dos ductos e vasos sanguineos. As

glindulas pardtidas, estendem-se da regido massetérica até a altura da clavicula e foram
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removidas divulsionando-se o tecido com pingas clinicas. Ap6s remogdo das glandulas e sutura
da incisdo, a regido foi novamente banhada com alcool iodado e os animais mantidos sob
aquecimento até que o efeito do anestésico tivesse cessado. Os animais submetidos 2 cirurgia

foram utilizados nos experimentos apés intervalo de 15 dias.

3 PRESENCA DE C.albicans NA BOCA DE RATOS

Antes do inicio do experimento, os animais que seriam inoculados com C.
albicans foram submetidos a coleta de material da cavidade bucal para pesquisa de C.
albicans. Um mini swab esterilizado foi passado por toda a cavidade bucal dos ratos,
especialmente sobre o palato e a lingua e imediatamente semeado em placas contendo égar
Sabouraud Dextrose (DIFCO), contendo 0,1 mg/ml de meio de cloranfenicol (Quemicetina
Succinato, Carlo Erba). As placas foram incubadas a 379C durante dois a sete dias. Das
colonias caracteristicas foram realizados esfregagos corados pelo método de Gram para confir-
magao microscopica. Dos 242 ratos, vinte e sete apresentaram cultura positiva para Candida
e foram excluidos do experimento.

Nos animais sialoadenectomizados, outra pesquisa foi realizada sete e quinze
dias apds a cirurgia, para constatar se a cirurgia nao favoreceu a implantagao de Candida na

boca dos ratos. Nenhum animal foi positivo.

4 INOCULACAO E RECUPERACAO DE C. albicans DA CAVIDADE
BUCAL DE RATOS NORMAIS E SIALOADENECTOMIZADOS.

A suspensao de C. albicans foi obtida a partir de amostra (F-72), isolada de
paciente com estomatite por prétese total, que foi semeada em placas contendo agar Sabouraud
Dextrose de modo a se obter um crescimento macigo. As placas foram incubadas a e por
48 horas, quando entao o crecimento foi transferido para tubos de ensaio. O material foi

suspenso em Sml de solugao fisiologica esterilizada e centrifugado a 2000 rotagdes por minuto
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(r.p.m.), durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e esse procedimento foi repetido
mais uma vez. O sedimento foi ressuspenso em 5 ml de solug@o fisiolégica e homegeneizado.

O numero de células de C. albicans vidveis presentes na suspensio foi

determinado mediante contagem em camara de Neubauer, apds coloragdo prévia com azul de

metileno a 0,05% (REED e cols, 1990). A suspensdo foi padronizada de modo a se obter

aproximadamente SXIOS células viaveis/ml.

4.1 INOCULACAO DE C. albicans

Os animais normais e xerostomicos, nao anestesiados, foram inoculados com
suspensao de C. albicans contendo 5X 108 células/ml. Um swab esterilizado foi embebido na
suspensao e passado, sobre a superficie dorsal da lingua e do palato. Durante a inoculagao, o
swab foi pressionado levemente para que seu conteiido fosse depositado sobre essas
superficies. Apos cada inoculagao os animais foram privados de agua por 1 hora. O volume do
in6culo foi calculado, pesando-se o swab antes e depois de embebido na suspensdo, obtendo-se

o valor de aproximadamente 0,2 ml.

4.2  RECUPERACAO DE C.albicans

A quantidade de leveduras presentes na cavidade bucal foi verificada
coletando-se saliva com uma "bolinha" de algodao previamente esterilizada e pesada, que foi
introduzida na cavidade bucal dos ratos com auxilio de pinga hemostatica esterilizada.

Durante 5 minutos, a "bolinha" de algodido foi passada delicadamente em
todas as regides da boca. Apos esse periodo, a "bolinha" de algodao foi novamente pesada e o

volume de saliva coletado determinado pela diferenga de peso obtida. O material foi colocado



38
em tubo de ensaio, 0 volume de saliva completado para 2 ml com solugio fisiologica
esterilizada e homogeneizado por 2 minutos.

Foram realizadas dilui¢des decimais até 107 . 0,1 ml de cada diluigdo foi
semeado em duplicata em placas contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e
incubadas a 37° C por 48 horas. As colonias caracteristicas de C. albicans foram contadas em
placas que continham de 30 a 300 colonias. O calculo foi realizado a partir da quantidade de

saliva coletada e do nimero de colonias (UFC/ml) encontrado.

5 APLICACAO DO 4-NQO

Nitroquinolina diluida a 0,5% em propilenoglicol foi pincelada no palato dos
animais 3vezes por semana em dias alternados. O carcindgeno foi aplicado nos animais nao
anestesiados, com auxilio de uma pinga clinica e pincel n° 4. Aproximadamente 15ug de 4-
NQO foi pincelado no palato num inico movimento. Apos cada aplicagdo, os animais foram

privados de agua por um periodo de 2 horas.

6 OBSERVACOES MACRO E MICROSCOPICAS

Os animais foram mortos por inalagdo excessiva de éter etilico, quando
apresentavam carcinoma na cavidade bucal. Em algumas situagdes, as lesdes eram de dificil
observagdo clinica, porém nestes casos os animais mostravam debilidade fisica, caracterizada
por emagrecimento rapido e acentuado, prostracao, dificuldade de deglutic@o e falta de asseio
corporal. A lingua, maxila,  mandibula e estomago foram retirados, analisados
macroscopicamente sob lupa estereoscopica (Zeiss). Apos fixagdo em formol a 10%, foram

processados para andlise histologica.
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Para observagdes em microscopia de luz, os tecidos duros foram descal-
cificados em EDTA a 5%. A lingua foi seccionada no sentido sagital em duas partes. O corte
foi realizado sobre o sulco mediano da regido anterior e o centro da papila valada, no tergo
posterior da lingua. Do palato, mandibula ¢ estomago foram processadas histologicamente
areas com alteragdes mais acentuadas. Posteriormente o palato cortado em trés regides entre
os dentes molares e a mandibula no sentido vestibulo-lingual. Apods inclusdo em parafina, os

cortes obtidos foram corados em H&E e pela técnica de PAS+hematoxilina.

7 GRUPOS EXPERIMENTAIS

7.1  INOCULACAO DE C. albicans

A) 3 dias
Dez ratos normais foram inoculados na cavidade bucal com 0,2 ml de
suspensdo de C. albicans por trés dias consecutivos. Apoés 24 horas da ultima inoculagio, a
saliva dos animais foi coletada para determinagao do niumero de UFC/ml de C. albicans
presente na cavidade bucal dos animais. A seguir, os animais foram mortos por inalagao
excessiva de éter etilico, a lingua, maxila, mandibula e estdmago retirados, analisados
macroscopicamente e processados para analise histologica. A inoculagao de C. albicans foi

realizada no periodo em que os animais do item B receberam a ultima inoculagzo.

B) 180 dias
Foram usados dez ratos normais inoculados com C. albicans 3 vezes por
semana em dias alternados durante seis meses (180 dias). Apés 24 horas da ultima inoculagéo,

o procedimento adotado foi semelhante ao item A (acima descrito).
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7.2 APLICACAO DE 4-NQO POR 5 MESES, SEGUIDA DE C. albicans

POR 3 DIAS CONSECUTIVOS

Dez ratos normais foram pincelados com 4-NQO no palato 3 vezespor
semana, em dias alternados, durante cinco meses. Apos este periodo, os animais receberam
trés inoculagdes consecutivas de suspensdo de C.albicans na cavidade bucal. Vinte e quatro
horas apos a ultima inoculagdo, a saliva dos animais foi coletada para quantificagdo do numero
de leveduras (UFC/ml) presentes na cavidade bucal. A seguir, os animais foram mortos por
inalagdo de éter etilico, a lingua, maxila, mandibula e estdmago foram retirados, analisados

macroscopicamente sob lupa estereoscopica e processados histologicamente.

7.3  FORMACAO DE CARCINOMAS

Foram utilizados 40 ratos normais e 15 sialoadenectomizados divididos nos

seguintes grupos (Tabela 1).

A) Dez ratos normais foram pincelados com 4-NQO no palato 3 vezes por
semana durante 5 meses. Apos este periodo, nao receberam tratamento até o desenvolvimento
de carcinoma de boca, quando foram mortos. A lingua, maxila, mandibula e estdomago foram

retirados e analisados macro e microscopicamente.

B) Quinze ratos normais foram pincelados com 4-NQO no palato 3vezes por semana
durante cinco meses. ApOs este periodo, foram inoculados com suspensdo de C. albicans
3vezes por semana em dias alternados até o desenvolvimento de carcinomas bucais. A saliva

foi coletada para quantificagdo do nimero de C. albicans presente na cavidade bucal dos
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animais 24 horas apds a ultima inoculagdo. A seguir, os animais foram mortos, a lingua,
maxila, mandibula e estdmago foram retirados, analisados macroscopicamente e processados

para analise histoldgica.

C) Cinco ratos normais e cinco sialoadenectomizados foram pincelados com 4-NQO
no palato 3vezes por semana durante cinco meses. Apds esse periodo, continuaram a receber
0 mesmo tratamento até o desenvolvimento de carcinoma de boca, quando foram mortos. O

procedimento seguido foi 0 mesmo utilizado para o grupo A.

D) Dez ratos normais e dez sialoadenectomizados foram pincelados com 4-NQO e
inoculados com C. albicans concomitantemente até o desenvolvimento de carcinomas bucais.
A aplicagdo do carcindgeno e a inoculagdo da levedura foi realizada no mesmo dia
respeitando-se um intervalo de cinco a sete horas entre um tratamento e outro. A saliva foi
coletada 24 horas apds a dltima inoculagdo para quantificagdo de C. albicans na cavidade

bucal e o procedimento seguido foi semelhante aos demais grupos experimentais.



42

Tabela 1 - Grupos de ratos sacrificados quando desenvolveram carcinomas de boca apés

tratamento com 4-NQO associado ou nio com C. albicans.

TRATAMENTO TRATAMENTO
GRUPOS DURANTE 5 APOS 5 MESES E NORMAL SIALOADENEC
MESES ATE FORMACAO TOMIZADO
DE CARCINOMA
A 4-NQO - 10 —
B 4-NQO C. albicans 15 —
C 4-NQO 4-NQO 5 5
D 4-NQO e C.albicans 4-NQO e C. albicans 10 10
TOTAL 40 15




RESULTADOS



RESULTADOS

1- RECUPERACAO DE C. albicans E CANDIDOSE APOS
INOCULACAO DURANTE 3 E 180 DIAS

1.1- Recuperagao de C. albicans

Apoés 3 dias consecutivos de inoculagdo de C.albicans, o nimero de
leveduras (UFC/ml) recuperado da cavidade bucal dos ratos foi cerca de 6 vezes maior do
que quando inoculados durante seis meses, com valores del,36x104 +1,60 e 0,20x104 +

0,26 respectivamente.

1.2 Candidose

Apos 3 inoculagdes consecutivas da suspensao de C. albicans, cinco ratos
normais (50%) apresentaram nove areas de candidose nas papilas cOnicas simples e dois
ratos (20%), trés areas no tubérculo intermolar. A invasao do epitélio por pseudohifas na
regido das papilas conicas simples foi observada apenas na camada queratinizada,
principalmente nos espagos interpapilares pronunciados dessa regido, sem invasdo ou
alteragdo das demais camadas do epitélio, exceto a presenga de discreto infiltrado
inflamatério polimorfonuclear. Nas areas de candidose do tubérculo intermolar,
observou-se epitélio hiperqueratdtico, acantético e infiltrado por células inflamatérias
polimorfonucleares. Em algumas regides, ocorreu aplainamento das papilas linguais.

Candidose no palato ocorreu em 1 rato (10%). Duas areas com a presenga de
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pseudohifas no interior da camada de queratina foram observadas ma mucosa préxima ao
dente, ndo ocorrendo alteragdes nas camadas epiteliais subjacentes.

Apo6s 180 dias de inoculagdo, apenas um (10%) rato apresentou uma area
de candidose na regido das papilas gigantes e uma area no palato. Na lingua a candidose
caracterizou-se pela presenga de poucas pseudo-hifas e discreto infiltrado inflamatério
polimorfonuclear no interior da queratina. Neste local, observou-se hiperplasia da
camada basal, presenga de células hialinizadas com nticleo picnético e deslocado para a
periferia, acantose e aplainamento das papilas linguais. No palato raras pseudo-hifas
foram observadas proximas ao segundo molar, onde o epitélio apresentou discreta
hiperqueratose.

Como citado em Material e Métodos, a inoculagdo de C. albicans por 3
dias consecutivos foi realizada no mesmo periodo em que os animais inoculados por 180
dias receberam a ultima inoculagd@o. O peso inicial apresentado pelos ratos inoculados
por 3 dias foi 173,0049,00 e dos ratos tratados durante 180 dias de 165,10 + 15,25,

atingindo respectivamente 451,30+ 26,79 e 427,40 59,58 ao término do experimento.

2- APLICACAO DE 4-NQO POR 5 MESES, SEGUIDO DE 3 INOCULACOES
CONSECUTIVAS DE C. albicans

2.1- Recuperagdo de C. albicans

2,60x104i 2,70 UFC/ml de C. albicans foram recuperadas da cavidade
bucal dos animais tratados com 4-NQO por cinco meses € em seguida, com C. albicans
por 3 dias. Estes valores ndo foram estatisticamente diferentes dos obtidos em ratos

tratados com C. albicans pelo mesmo periodo, porém sem 4-NQO.
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2.2- Candidose

Todos os ratos (10) apresentaram candidose na regidio do tubérculo
intermolar (31 areas) e 50% também nas papilas conicas simples (14 areas). Das 31 areas
de candidose, em 25 o epitélio apresentou acantose e hiperqueratose, com aplainamento
das papilas linguais e por vezes descamagdo da camada de queratina, sendo frequente os
microabcessos intraepiteliais. Duas areas ocorreram em papilomas ¢ em quatro nao se
observou alteragdes epiteliais.

Quatro ratos (40%) apresentaram sete areas de candidose no palato,
localizadas predominantemente na gengiva aderida ao dente. O epitélio apresentou-se

acantético, hiperqueratético, com discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear.

Tabela 2 - Total de 4reas de candidose na lingua e palato de ratos normais inoculados
com C. albicans por 3 e 180 dias e tratados com 4-NQO por 5 meses e inoculados com
C. albicans por 3 dias. Entre parénteses a porcentagem de animais com candidose
n=10.

CANDIDOSE LINGUA PALATO
GRUPOS TI PCS

C. albicans 3 dias 3(20) 9(50) 2(10)
C. albicans 180 dias 1(10) — —
4-NQO + C. albicans 3 dias | 31(100) 14(50) 7(40)

TI - Tubérculo intermolar
PCS - Papilas conicas simples

.3- Morfologia

Macroscopicamente, observou-se perda de definicdo das rugosidades

palatinas em 60 % dos animais. Projegdes epiteliais e papilomas estavam presentes em
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30 e 10% dos animais respectivamente. Na lingua, o epitélio da regido do tubérculo
intermolar apresentou 4reas leucoplésicas, com cerca de 2 a 4 mm de didmetro; regides
com aplainamento das papilas linguais; projecdes epiteliais e papilomas.
Histologicamente, os epitélios do tubérculo intermolar e palato estavam aplainados, com
hiperqueratose, acantose e hiperplasia da camada basal. Por vezes observou-se tanto no
palato quanto na lingua disqueratose focal acantolitica, caracterizadas pela presencga de
células eosinofilicas e disqueratoticas, parcialmente hialinizadas, arredondadas e

circundadas por halos claros.

Tabela 3 - Numero de alteragdes macroscdpicas observadas no palato e lingua dos
ratos tratados com 4-NQO por 5 meses e C. albicans por 3 dias consecutivos.
Entre parénteses a porcentagem de animais com alteragdes. n=10.

ALTERACOES PALATO LINGUA
ATROFIA DE PAPILAS — 15(70)
LEUCOPLASIA —— 23(80)
PROJECOES EPITELIAIS 7(30) 1(10)
PAPILOMAS 1(10) 2(20)

3 - FORMACAO DE CARCINOMAS

Como descrito nas paginas 40 e 41, os animais foram divididos em grupos

A, B, C, D. Todos os animais foram mortos quando apresentaram carcinomas na boca.

A - 4-NQO 5 meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formacao de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagao de carcinoma
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3.1- Peso corporal

A tabela 4 mostra o peso inicial e final dos animais, ie, até o
desenvolvimento de carcinomas bucais. Entre os animais normais (sem remogdo das
glandulas salivares maiores), o peso final foi estatisticamente menor para o grupo C que
recebeu tratamento continuo com 4-NQO. Nos grupos C e D, os ratos
sialoadenectomizados apresentaram valores significativamente menores em relagdo aos

normais do mesmo grupo.

Tabela 4 - Peso corporal em gramas de ratos normais € sialoadenectomizados que
receberam tratamento com 4-NQO, com ou sem C. albicans, até o
desenvolvimento de carcinomas.

GRUPO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL

A 164,90 +6,60 371,00 +80,35 — —

B 156,20 +17,86 401,67 + 45,86 — e

L 157,06 + 12,20 305,60 +74,76! 152,30 £+12,20 298,60 + 33,17

D 146,09 +14,70 372,00 £6621 172,90 + 8,77 267,10 +48,182

1- Significante em relagao aos normais dos demais grupos

2- Significante em relagdo ao normal do mesmo grupo
Valores estatisticamente significantes a nivel de 5 % através do teste "t" de
Student..

A - 4-NQO 5 meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans

C - 4-NQO até a formagao de carcinoma
D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagao de carcinoma



49

3.2- Periodo de desenvolvimento dos carcinomas

A tabela 5 mostra o periodo (dias) de desenvolvimento de carcinomas na
boca nos diferentes grupos. Entre os ratos normais, o periodo foi semelhante. Os ratos
sialoadenectomizados desenvolveram carcinomas num periodo estatisticamente menor

que os ratos normais.

Tabela 5 - Meédia e desvio padrio do periodo (dias) necessario para o
desenvolvimento de carcinomas de boca, apds aplicagao de 4-NQO associado ou
nao a C. albicans.

GRUPO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
A (n=10) 334,40+72,83 -

B (n=15) 328,60+74,97 =

C (n=5) 316,60+26,24 247,40435,14*

D (n=10) 303,80+44,30 216,20+20,05*

* . Valores estatisticamente significante a nivel de 1%, através do teste
"t" de Student em relag@ao aos normais do mesmo grupo.

A - 4-NQO S meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formagao de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formacao de carcinoma

3.3 - Distribuigdo dos carcinomas na cavidade bucal

Todos os animais foram sacrificados quando apresentaram carcinoma na
boca, principalmente no palato e na lingua. Carcinomas ocorreram também no palato
mole e mandibula. Alguns animais apresentaram carcinomas em mais de um sitio da

cavidade bucal. A porcentagem de animais normais € sialoadenectomizados € os sitios
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da cavidade bucal que apresentaram carcinomas estio mostrados na tabela 6. A
incidéncia de carcinoma de lingua e palato foi semelhante, exceto no grupo D, no qual
90% dos ratos sialoadenectomizados apresentaram carcinoma de lingua e 10% de palato,
enquanto 30 e 80% dos ratos normais desenvolveram carcinoma de lingua e palato
respectivamente. Carcinoma de palato mole ocorreu apenas nos ratos do grupo C,
pincelados com 4-NQO continuamente até a formagao de carcinomas. Este grupo

também apresentou maior incidéncia de carcinoma de mandibula (40% dos ratos).

Tabela 6 - Carcinoma na boca de rato tratado com 4-NQO associados ou nao com
C. albicans. Valores em porcentagem (%).

SITIO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
PALATO LINGUA PALATO MANDI PALATO LINGUA PALATO MANDI

GRUPO DURO MOLE BULA DURO MOLE BULA
A (n=10) 40,0 50.0 — 10,0 - - — —
B (n=15) 66,6 53,3 — 6,6 — — — -
C (n=5) 40,0 60,0 20,0 —_ 60,0 40,0 20,0 40,0
D (n=10) 80,0 30,0 —— 10,0 10,0 90,0 —_— —

A - 4-NQO 5 meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formagao de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagao de carcinoma

Os carcinomas de palato duro caracterizavam-se macroscopicamente por
nédulos delimitados por bordas elevadas e esbranquigadas e superficie ulcerada e

necrosada; com localizagdo predominantemente unilateral ao redor dos dentes molares,

I————
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UNICAMP 1
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eventualmente causando mobilidade dental. As lesdes mostraram expansio
predominantemente para a face palatina dos molares, atingindo por vezes toda a
superficie intermolar. Os carcinomas de mandibula apresentaram aspecto clinico
semelhante ao observado na maxila e foram acompanhados de formagio de abcesso na
regido cervical. Microscopicamente observou-se proliferagao das células epiteliais pela
lamina prépria, com a presenga de ilhas de células epiteliais atipicas invadindo os tecidos
subjacentes. Células neoplasicas estavam presentes proximas as trabéculas Gsseas em
regides onde observou-se reabsor¢ao do tecido 6sseo. Observou-se ainda a presenga de
células tumorais invadindo ou circundando nervos, e periapice dental. Os carcinomas
apresentaram-se altamente diferenciados com intensa formagao de pérolas cdrneas.
Areas de necrose e infiltrado inflamatério polimorfonuclear foram frequentes. O epitélio
adjacente aos carcinomas mostrou-se hiperqueratdtico, acantdtico e por vezes displasico.
Na lingua, os carcinomas ocorreram na regiao do tubérculo intermolar. Um
rato sialoadenectomizado tratado com 4-NQO e C. albicans, desenvolveu carcinoma
também na por¢ao anterior da lingua. No tubérculo intermolar, as lesdes ocorreram
predominantemente no dorso, entretanto em dois animais, observou-se a presen¢a de
duas lesdes distintas, uma no dorso e outra na borda lateral da lingua.
Macroscopicamente, 0s carcinomas caracterizavam-se por noédulos
delimitados por bordas elevadas e esbranquigadas, com superficie ulcerada e necrosada
ou, mais raramente, superficie papilomatosa. Por vezes as lesdes apresentaram aspecto
difuso, com superficie altamente papilomatosa, atingindo a regido faringea da lingua.
Histologicamente, os carcinomas caracterizaram-se por ulceras com proliferagao de
células epiteliais pela lamina propria. Ilhas de células epiteliais foram observadas
invadindo quase todo o tecido muscular e por vezes os acinos das glandulas mucosas e
serosas presentes no tubérculo intemolar e regido faringea da lingua. Observou-se ainda
a presenga de extensas areas de necrose € abundante infiltrado inflamatério
polimorfonuclear. Na maioria dos casos, os carcinomas de células escamosas
apresentaram alto grau de diferenciag@o celular, com abundante formagéo de pérolas de

queratina.
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Nos carcinomas indiferenciados, observou-se a presenga de células
epiteliais mais anaplasicas; numerosas células gigantes multinucleadas; pleomorfismo
nuclear e abundantes figuras de mitose atipicas. Adjacente aos carcinomas, o epitélio
estava acantético, hiperqueratético, com hiperplasia da camada basal e com a presenga de
células inflamatorias. Proximo aos carcinomas, observou-se ainda areas com graus
variados de displasia epitelial e papilomas.

No palato mole, os carcinomas consistiram de nédulos com crescimento
exofitico e superficie papilomatosa, atingindo por vezes toda a extensio do palato.
Histologicamente, os carcinomas de células escamosas eram altamente diferenciados,
com produgdo abundante de queratina.

Além dos carcinomas, foram observadas outras alteragdes no palato duro,

lingua e palato mole, mostradas nas tabelas 7, 8 € 9.

Tabela 7 - Nimero médio por grupo, das alteragdes observadas no palato. Entre
parénteses encontra-se a porcentagem de animais que apresentavam altera¢des no
palato, além de carcinoma bucal.

GRUPO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
ALTERACAO A B 5 D C D
(n=10) (n=15) (n=5) (n=10) (n=5) (n=10)
PROJECAO 5(30)  22(40)  4(20)  6(50) 3(20) 2(10)
EPITELIAL
PAPILOMA 10(60)  6(27)  4(20)  6(50) 3(20) 1(10)

A - 4-NQO 5 meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formagao de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagao de carcinoma
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Perda de defini¢do das rugosidades palatinas e areas de retragdo gengival
foram encontradas 100% dos animais, exceto no grupo B, no qual foram observadas em
67% dos ratos. Projeg0es epiteliais e papilomas foram mais frequentes e atingiram maior
numero de ratos normais.

Microscopicamente, a mucosa palatina exibiu dreas de hiperqueratose e
acantose, com aplainamento das rugosidades palatinas e projegdes epiteliais
papilomatosas irrigadas por estroma de fina camada de tecido conjuntivo. Estas
alteragdes correspondem ao aspecto macroscopico de perda de definigao das rugosidades
palatinas, projecdes epiteliais € papilomas. Observou-se ainda areas de disqueratose
focal acantolitica, com a presenga de fendas suprabasais, células acantoliticas e
disqueratdticas e hiperqueratose. Estas alteragdes ndo apresentaram correlagao com as
alteragdes macroscOpicas na mucosa palatina. O epitélio apresentou ainda regides com

graus variados de displasia epitelial.

Tabela 8 - Numero de alteragdes observadas macroscopicamente na lingua dos
animais. Entre parénteses encontra-se a porcentagem de ratos que apresentavam

alteragoes.
GRUPO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
A.LTERACAO- A B C D € D
(n=10) (p=15) (@=5) (n=10) (n=5) (n=10)

ATOFIA DE 7(30) 9(60) 7(60) — — —
PAPILAS
LEUCOPLASIA | 18(70)  37(67) 8(40) 29(70) 22(60) 4(40)
PROJECAO 3(20) 7(27) m— 6(30) 3(60) 6(20)
EPILTELIAL
PAPILOMA 1(10) 8(33) 1(20)  8(20) 7(60) 5(30)
ULCERA 1(10) _— — —_— — —
NODULO 1(10)  2(13) — - = —
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A - 4-NQO 5 meses

B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formagdo de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagio de carcinoma

A alteragdo mais frequente observada na lingua dos ratos normais e
sialoadenectomizados foi a presenga de areas leucoplasicas medindo entre 2 € 4 mm de
diametro, entre dreas de atrofia de papilas, conferindo um aspecto granuloso ao tubérculo
intermolar. Maior nimero de leucoplasia foi observado nos animais do grupo B,
pincelados com 4-NQO durante 5 meses e a seguir inoculados com C. albicans e nos
ratos normais do grupo D, tratados com 4-NQO e C. albicans até a formagio de
carcinomas.

Projegoes epiteliais e papilomas ocorreram em baixa frequéncia € num
numero reduzido de animais em todos 0s grupos experimentais, exceto nos ratos
sialoadenectomizados do grupo C, pincelados com 4-NQO até o desenvolvimento de
carcinomas, 1;:.11(1&:i estavam presentes em 60% dos animais e em apenas 20% dos ratos
normais. Um nédulo delimitado por bordas elevadas e esbranquigadas, e porgdo central
ulcerada ( tlcera), com cerca de 4mm de didmetro e outro com superficie papilomatosa
de cerca de Smm de didmetro, foram encontrados em um animal do grupo A. Em dois
animais do grupo B foram observados dois ndédulos com aspecto papilomatoso de ceca de
4 mm de diametro.

Histologicamente, nas areas de leucoplasia observou-se epitélio acantdtico,
hiperqueratético, com aplainamento das papilas linguais. Por vezes, a camada de
queratina mostrou-se aumentada, descamando-se das demais camadas do epitélio, sem
perda das projegdes papilares.

A lesdo ulcerada observada no animal do grupo A, consistiu de carcinoma
de células escamosas superficialmente invasivo. O epitélio pavimentoso estratificado

apresentou-se hiperqueratético, acantético, com a presenga de células apresentando
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queratinizagdo individual ou inicio- de formacdo de pérolas cérneas, pleomorfismo
nuclear, picnose, hiprecromatismo e figuras de mitose em nimero aumentado. Em
algumas areas, o limite entre as células epiteliais e a lamina prépria era pouco
perceptivel.

Areas com graus variados de displasia epitelial, disqueratose focal
acantolitica e projegdes epiteliais papilomatosas foram frequentemente observadas, tanto

nos ratos normais quanto nos sialoadenectomizados.

Tabela 9 - Numero meédio por grupo de alteragdes do palato mole. Entre
parénteses encontra-se a porcentagem de animais que apresentavam alteragdes.

NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
A B C D € D

(n=10) (n=15) (n=5) (n=10) (n=5) (n=10)
LEUCOPLASIA | 3(20) 18(47) — 5(20) 7(80) 18(80)
PROJECAO 1(10) — — — 3(20) 2(10)
EPITELIAL
PAPILOMA 1(10) (7))  7(80)  6(30) 5(40) 2(20)
ULCERA 1(10) 1(7) — — — —
NODULO — — — 1(10) — —

A - 4-NQO 5 meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formagao de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formacdo de carcinoma
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Areas leucoplasicas foram observadas em 80% dos ratos
sialoadenectomizados dos grupos C e D. Entre os animais normais, maior incidéncia foi
observada no grupo B, porém em apenas 47% dos animais. Papilomas foram
infrequentes e observados em nimero reduzido de animais, exceto no grupo C, no qual
80% dos ratos normais € 40% dos sialaoadenectomizados apresentavam papilomas no
palato mole.

Nos dos grupos A , B e D, observou-se ainda a presenga de uma tlcera e
nédulo. A lesdo ulcerada apresentou cerca de 4 mm de diametro, crescimento exofitico,
delimitado por bordas elevadas e esbranquigadas e superficie deprimida e necrosada.
Microscopicamente, observou-se a presenga de carcinoma de células escamosas
superficialmente invasivos. Os nddulos caracterizavam -se histologicamente por
carcinomas de células escamosas invasivos e bem diferenciados.

As areas leucoplasicas apresentavam cerca de 2 a 4 mm de didmetro,
distribuidas sobre a superficie do palato mole. Histologicamente observou-se epitélio
hiperqueratético e acantético, com hiperplasia da camada basal. Projegdes epiteliais
papilomatosas e 4areas com displasia epitelial de graus variados também estavam

presentes.
3.4- Recuperagao de C. albicans

Apenas os grupos B e D receberam tratamento com C. albicans. Apos 24
horas da ultima inoculago de C. albicans, os ratos do grupo B apresentaram uma média
de 160,35x104 + 180,00 UFC/ml. No grupo D, os valores foram de 2,21x10% + 4,66
para os ratos sialoadenectomizados e 0,65x104 + 0,65 para os normais. Os valores do

grupo D ndo foram significantes a nivel de 5% pelo teste "t" de Student (Tabela 10).
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3.5 - Candidose

Candidose no dorso da lingua ocorreu principalmente no tubérculo
intermolar, como pode ser observado na tabela 11. Foram mais frequentes nos animais
do grupo B, nos quais observou-se 22 dreas de candidose. Das 22 éreas, seis foram
encontradas em carcinomas, dez na superficie epitelial adjacente aos carcinomas e seis
em regides sem carcinoma. Nos carcinomas a colonizagao por C. albicans foi observada
predominantemente na superficie da lesdo. Eventualmente, o interior dos carcinomas
mostrou invasdo pela levedura. A presenga de intenso infiltrado inflamatério
polimorfonuclear, com formagao de microabcessos intraepiteliais foi constantemente
observada nas areas de candidose. Nas dreas de candidose presentes no epitélio adjacente
aos carcinomas e nas regides sem carcinoma, o epitélio apresentou-se hiperqueratético,
acantético e por vezes displasico, com aplainamento das papilas linguais e infiltrado
inflamatério polimorfonuclear.

No palato foram observadas 16 areas de candidose em 46,6% dos ratos
deste grupo. Cinco na superficie de carcinomas, quatro na superficie do epitélio
adjacente aos carcinomas e seis em regides sem carcinoma. Nos carcinomas, a
colonizagdo por C. albicans ocorreu predominantemente na superficie das lesdes. A
invasao por Candida ocorreu apenas na camada queratinizada do epitélio, o qual
apresentou hiperqueratose, o epitélio apresentou hiperqueratose, acantose e grau variado
de displasia epitelial. Tanto nos carcinomas quanto na superficie epitelial ocorreu
formagdo de microabcessos intraepiteliais

No grupo D, 30% dos ratos normais e 40% dos sialoadenectomizados
apresentaram candidose, com um total de 3 e 11 dreas. Nos ratos normais, as areas de
candidose ocorreram na superficie queratinizada do epitélio. Nos ratos
sialoadenectomizados, 5 dreas de candidose foram encontradas em carcinomas e 6 na
superficie epitelial adjacente aos carcinomas. O epitélio apresentou-se acantético,
hiperqueratético, com aplainamento das paplilas linguais e infiltrado inflamatério

polimorfonuclear.
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No palato, doze areas de candidose estavam presentes em 50% dos animais

normais e dezesseis em 60% dos sialoadenectomizados. As areas de candidose
ocorreram predominantemente na gengiva aderida ao dente, onde o epitélio apresentou

hiperqueratose, acantose, displasia e intenso infiltrado inflamatério polimorfonuclear.

Tabela 10 - Numero de UFC/ml de C. albicans recuperado da cavidade bucal de

ratos com carcinoma.

GRUPO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
B (n=15) 160,35x104 + 180,00* —_
D (n=10) 0,65x104 + 0,65 2,21x10% + 4,66

* Significante em relagao aos normais e sialoadenectomizados do grupo D. Teste
"t" de Student a nivel de 5%.

B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente ate a formagao de carcinoma

Tabela 11 - Numero de areas de candidose na lingua e palato de ratos com
carcinoma. Entre parénteses a porcentagem de animais com candidose.

SITIO NORMAL SIALOADENECTOMIZADO
GRUPO TI PCS PALATO T1 PCS PALATO
B (n=15) 22(80)  4(27) 16(47) — . —
D (n=10) 3(30) 0 12(50)  11(40) 0 16(60)

TI -Tubérculo intermolar
PCS - Papilas conicas simples

B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagao de carcinoma
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4 - ESTOMAGO

Os ratos tratados com C. albicans durante 3 e 180 dias, assim como os
ratos tratados com 4-NQO cinco meses e com C. albicans por 3 dias consecutivos ndo
mostraram alteragdes do estomago.

Animais dos grupos A, B, C e D apresentaram no estomago, niimero
variavel de projegdes papilomatosas na regido cardica (Tabela 12). Microscopicamente,

estas projegdes apresentavam hiperqueratose .

Tabela 12 - Porcentagem de ratos do grupo A, B, C e D com proje¢des
papilomatosas no estdomago.

NORMAL SIALOADENECTOMIZADO

QUANTIDADE DE| A B 8! D & D
PROJECOES (n=10) | (n=15) | (n=5) | (n=10) (n=5) (n=10)
PAPILOMATOSAS

Ausente — 333 20 — — —
1a20 100 46,6 60 60 60 60

20 a 50 — 133 20 20 30 20

+ de 50 — 133 — 20 20 20

A - 4-NQO 5 meses
B - 4-NQO 5 meses seguido de C. albicans
C - 4-NQO até a formagao de carcinoma

D - 4-NQO e C. albicans simultaneamente até a formagao de carcinoma
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DISCUSSAO

Apo6s 180 dias de inoculagdo de C. albicans, os animais ndo apresentaram sinais
de disturbios locais ou sistémicos, com ganho de peso gradual durante todo o periodo
experimental. Os ratos normais pincelados com 4-NQO no palato apresentaram sinais de
debilidade fisica, caracterizada por perda acentuada de peso, prostragdo, dificuldade de
deglutigao e falta de asseio corporal apos o estabelecimento de tumores malignos na cavidade
bucal, provavelmente em decorréncia da dificuldade na alimentagdo provocada pelas
ulceragbes, o que também foi observado por WALLENIUS, 1966; LEKHOLM e
WALLENIUS, 1976; STLEIDER e READE, 1984). O mesmo foi observado para os ratos
xerostomicos, embora por vezes observou-se que o estado de debilidade fisica ndo era
acompanhado pela progressdo das lesdes bucais, sugerindo maior susceptibilidade de alguns
animais a presenga de lesdes na cavidade bucal.

A xerostomia por si ou a inoculagdo prolongada de C. albicans parece ndo
interferir no desenvolvimento dos animais. Segundo JORGE (1991), ratos normais e
sialoadenectomizados inoculados com C. albicans durante 32 semamas, ndo apresentaram
sinais de debilidade fisica e ao final do experimento, a média de peso corporal final foi
semelhante.

Neste estudo, o peso corporal final dos ratos sialoadenectomizados foi
estatisticamente menor que dos ratos normais, sugerindo menor resisténcia dos ratos
xerostdmicos a presenga das ulceragdes bucais provocadas pelo 4-NQO.

Optou-se neste trabalho pela obtengao da xerostomia através da sialoadenectomia
por ser um método simples, que mantém permanente a reducao do fluxo salivar. O uso de
agentes quimicos pode provocar efeitos colaterais, induzir resisténcia nos animais, além do seu
efeito transitério poder influenciar nos resultados (WALLENIUS, 1966; LEKHOLM e
WALLENIUS, 1976).
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Considerando a aplicagdo de C. albicans por 3 dias consecutivos como periodo
curto e por seis meses como prolongada, os dados obtidos indicam maior recuperagdo da
levedura apos periodo curto de aplicagdo. A mesma observacao é valida para a presenca de
candidose, mais frequente apds inoculagdo por 3 dias. Estes dados podem ser explicados pela
possivel resposta imune, com consequente presenca de maior quantidade de IgA anti-Candida
na saliva dos ratos inoculados por seis meses. E interessante também que apos o tratamento
com 4-NQO por 5 meses e aplicacao de C. albicans por trés dias, a incidéncia de candidose
foi maior do que em ratos normais tratados s6 com C. albicans. Além disto, a candidose
estabeleceu-se principalmente nas areas de hiperqueratose, indicando uma infecgao secundaria
a alteragao epitelial.

Numerosos fatores estao envolvidos na permanéncia e colonizagdo da mucosa
bucal por C. albicans . A aderéncia dos microrganismos as células epiteliais constitui o
primeiro passo para que ocorra a colonizagdo do tecido e posterior desenvolvimento de
infec¢ao (GIBBONS e van HOUTE, 1971, 1975; MARDT e¢ WESTRON, 1976, KIMURA ¢
PEARSAL, 1978). A baixa incidéncia de candidose nos ratos normais deve-se provavelmente
a presen¢a dos mecanismos de defesa de primeira linha presentes na saliva. A IgA salivar
inibe a adesdio de C. albicans as células epiteliais bucais (EPSTEIN e cols., 1982;
VUDHICHAMNONG e cols., 1982). A importancia da saliva no controle de infecgdo por
Candida na cavidade bucal é demonstrada experimentalmente em varios modelos animais.
Macacos cuja reducdo do fluxo salivar foi obtida com inje¢des de oxifenciclimina,
apresentaram lesdes no palato mais extensas e de regressao mais lenta ap6s uma semana de uso
de placa acrilica inoculada com C. albicans, em relagdo aos animais com o fluxo salivar
intacto (OLSEN e HAANES, 1977). Maior numero de leveduras aderidas 2 mucosa bucal e do
esofago foi observado em ratos com o fluxo salivar reduzido (MEITNER e cols., 1990).

A permanéncia de C. albicans na cavidade bucal de ratos submetidos a
sialoadenectomia, foi estudada por JORGE (1991). Apds a inoculagio de 108 células da
levedura por 3 dias consecutivos, C. albicans foi recuperada em maior quantidade e
persisténcia da cavidade bucal dos animais sialoadenectomizados. Resultados semelhantes
foram obtidos por TOTTI (1994), apds 4 inoculacdes de C. albicans, sendo a quantidade de

leveduras maior nos ratos sialoadenectomizados, até 30 dias apds a ultima inoculagio.
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O niimero de leveduras recuperados da cavidade bucal dos ratos pincelados com
4-NQO por 5 meses e inoculados com C. albicans por trés dias consecutivos foi semelhante ao
observado nos animais normais. A alta incidéncia de candidose nesses animais deve-se
provavelmente a presenga das alteragdes que desenvolveram-se na mucosa bucal em
decorréncia da aplicagdo do carcinogeno, favorecendo a aderéncia e posterior colonizagio da
mucosa lingual. Alguns agentes quimicos sdo responsdveis pelo aumento na expressio de
receptores de superficie nas c€lulas epiteliais para C. albicans (ROTROSEN e cols., 1986),
podendo também ser este um mecanismo pelo qual a aplicagao do 4-NQO favoreceu o
desenvolvimento de candidose.

Os ratos inoculados com C. albicans durante seis meses apresentaram um
numero significativamente menor de leveduras na cavidade bucal, bem como redugido
acentuada no numero de areas de candidose na superficie da lingua. Neste grupo apenas um
animal apresentou uma area com a presen¢a de duas pseudo-hifas e raros leucdcitos
polimorfonucleares. Nesta drea, o epitélio apresentou-se hiperqueratético com hiperplasia da
camada basal, aplainamento das papilas gigantes e tecido conjuntivo hipercelularizado. O
aspecto observado sugeriu resolugdo de infecgdo por C. albicans e desenvolvimento de
resisténcia dos animais devido a inoculag@o prolongada. Estes dados estdao de acordo com os
observados por RUSSEL (1984), que descrevem o desenvolvimento de resisténcia dos animais
apos longos periodos de inoculagao.

FISKER (1990) encontrou candidose em apenas 25% dos ratos submetidos a
tratamento prévio com tetraciclina e inoculados semanalmente com C. albicans durante 34
semanas. Areas com sinais de infecgio cronica por Candida, com a presenca de epitélio
hiperqueratético, acantético com hiperplasia da camada basal, com a presenga ou ndo de
pseudohifas no interior da queratinas foram frequentes.

A resposta do organismo frente a infecgdo por Candida pode ser especifica ou
inespecifica. As leveduras sdo prontamente fagocitadas pelos granuldcitos, sendo a fagocitose
aumentada na presenca de anticorpos e complemento (PEREIRA e HOSKING, 1984).
Estudos tém demonstrado que individuos com neutropenia ou defeitos nas fungdes dos
neutrofilos possuem alta susceptibilidade a infecgdes por Candida. A resistencia ou

susceptibilidade de animais experimentais & candidose € mediada principalmente por
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neutrofilos. Estudando a resposta mediada por células, SALVIN e cols. ( 1985) observaram
que camundongos submetidos a timectomia neonatal apresentam maior susceptibilidade 3
infeccdo por Candida. A alta frequéncia de candidose em individuos com deficiéncia
imunoldgica, como os portadores de AIDS ou transplantados demostra claramente o papel da
resisténcia do hospedeiro frente a infeccao por C. albicans ( BARONE e cols., 1990;
RAMIRES e cols., 1990; ; MacCARTHY, 1992). Individuos HIV positivos portadores de
Candida ou com candidose apresentam indices elevados de anticorpos anti-Candida no soro
(WRAY e cols., 1990). Por outro lado, a 1gA secretéria apresenta capacidade de inibir a
aderéncia de leveduras as células epiteliais bucais (EPSTEIN e cols., 1982).

A viruléncia do microrganismo também € relevante no desenvolvimento de
infecgdao. A amostra de C. albicans utilizada neste estudo ¢ produtora de enzimas histoliticas,
proteinase, hialuronidase, fosfatase e condroitin-sulfatase e apresenta alta viruléncia para
camundongos (SHIMIZU, 1990), o que provavelmente facilitou o desenvolvimento de
infecgdo. A produgao de enzimas histoliticas favorece a invasdo e colonizagao do tecido pela
levedura.

No presente estudo, com a aplicagdo concomitante de 4-NQO e C. albicans até a
formagdo de carcinomas ocorreu redugao acentuada do numero de leveduras e candidose bucal
nos ratos normais e sialoadenectomizados, sendo que nos sialoadenectomizados a quantidade
de leveduras e candidose foi maior que nos ratos normais, porém sem diferenga estatistica.

Estudos preliminares demonstraram que ratos sialoadenectomizados apresentam
quantidade significativamente maior de leveduras (UFC/ml) na cavidade bucal apds trés
inoculagdes consecutivas de C. albicans. Os ratos tratados concomitantemente com 4-NQO e
C.albicans foram recuperadas 2,2]x]04 nos sialoadenectomizados e 0,65x104 UFC/ml nos
ratos normais. Trés areas de candidose foram observadas em 30% dos ratos normais € 11 em
40% dos sialoadenectomizados, sugerindo que a xerostomia favoreceu o desenvolvimento de
candidose nos ratos deste grupo. Esses valores diferem significativamente dos encontrados
nos ratos normais pincelados com 4-NQO no palato durante 5 meses e posteriormente
inoculados com C. albicans até a formagdo de carcinomas bucais. A redugdo no numero de

leveduras da cavidade bucal dos ratos tratados concomitantemente com 4-NQO e C. albicans
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deve-se provavelmente & acdo fungicida do 6xido de nitroquinolina para Candida e outras
espécies de fungos (SAKAY e cols., 1957).

Embora a inoculagdo de C. albicans tenha sido realizada de 5 a 7 horas apos a
aplicagdo do carcinégeno, a presenga de pequena quantidade do 4-NQO na mucosa bucal dos
ratos provavelmente interferiu na colonizagdo do epitélio por C. albicans. Experimentos
prévios demonstraram que ratos normais e sialoadenectomizados submetidos a tratamento
semelhante por seis meses e a seguir mantidos em observagdo, sem qualquer tratamento, até o
desenvolvimento de carcinomas bucais apresentam maior nimero de areas de candidose que os
ratos tratados continuamente com 4-NQO e C.albicans. Estas observagdes sugerem também
que a presenga do 4-NQO inibe o crescimento de C. albicans também "in vivo".

A alta frequéncia leveduras e candidose bucal observada nos ratos pincelados
com 4-NQO por cinco meses e posteriormente inoculados com C. albicans ocorreu
provavelmente devido a presenga das alteragdes epiteliais provocadas pelo carcinégeno,
favorecendo maior retengdo e facilitando a aderéncia e colonizagdo pela levedura. Estudos
semelhantes ndo foram encontrados na literatura e novos experimentos estdo sendo realizados
para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de candidose em
alteragOes epiteliais causadas pela aplicagao do 4-NQO.

Neste estudo observou-se que tanto os ratos normais quanto nos
sialoadenectomizados inoculados com C. albicans apresentaram maior numero de areas de
candidose na porgao anterior da lingua enquanto que nos animais pincelados com 4-NQO no
palato, ocorreu inversdo, € um numero significativamente maior de areas com a presenca de
pseudo-hifas no interior do epitélio foi observado na regidao do tubérculo intermolar.

Observou-se ainda que apds a aplicagao concomitante de 4-NQO e C. albicans ,
areas de candidose foram encontradas apenas na regidao do tubérculo intermolar, exceto no
animal que desenvolveu carcinoma na porgao anterior da lingua, sugerindo que as alteragdes
epiteliais decorrentes da aplicagdo do 4-NQO favoreceram a colonizagdo do tecido pela
levedura, embora a infecg@o nao tenha sido encontrada em 100% dos animais e a presenga de
pseudo-hifas nao ter sido observada em todas as areas do epitélio da lingua que apresentaram
hiperqueratose. Uma melhor caracterizag@ao quanto ao potencial carcinogénico da amostra

utilizada e estudos comparativos com outras amostras de C. albicans e carcinogénese bucal,
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530 necessarios para se relacionar a presenca da levedura ao desenvolvimento de carcinomas,
visto que a presenca da C. albicans n3o interferiu no periodo de desenvolvimento dos
carcinomas na cavidade bucal dos ratos normais e xerostdmicos.

O papel da C. albicans na carcinogénese é controverso. O alto indice de
transforma¢ao maligna de leucoplasias bucais infectadas por Candida em relacio as
leucoplasias nao infectadas pela levedura; o potencial carcinogénico apresentado por alguns
biotipos de C. albicans devido a producdo de nitrosaminas enddgenas; o aumento da
permeabilidade da mucosa bucal a agentes quimicos carcinogénicos ou ndo, sugere um papel
ativo da C. albicans no desenvolvimento de carcinomas bucais, se ndo no processo de
iniciagao, provavelmente atuando como agente promotor da carcinogénese (PINDBORG e
cols., 1963; CAWSON, 1966, SILVERMAN e ROSEN, 1968; ROED-PETERSEN, 1971;
HSIA e cols., 1981; KROGH e cols., 1987, KROGH, 1990).

A invasdo dos carcinomas por pseudo-hifas de C. albicans foi raramente
observada, mesmo naqueles que apresentavam producdo exuberante de queratina na forma de
pérolas corneas. A baixa frequéncia de invasao de carcinomas por C. albicans e a alta
frequéncia em leucoplasias bucais foi descrita por CAWSON (1966) em biopsias de pacientes
com leucoplasias e carcinomas bucais.

Na recuperagao de C. albicans da cavidade bucal dos ratos normais e
sialoadenectomizados, observou-se variagdo individual na quantidade de levedura recuperada
da cavidade bucal dos animais. Essa variagio individual, bem como a variagao apresentada na
recuperagdo da levedura da cavidade bucal em diferentes periodos do dia € em dias diferentes
é relatada em animais e humanos. LILIENTHAL (1950) observou varia¢ao na presenga de C.
albicans na boca de individuos normais, caracterizando a levedura como microrganismo
transitorio. GERGELI e URI (1966) estudaram a variagdo diaria de fungos na cavidade bucal
durante oito dias e encontraram resultados variaveis no mesmo individuo. Muitos fatores
devemn contribuir para alterar as condigdes do meio bucal e nessas condigdes, Candida pode
ou nao ser isolada da boca no momento da coleta. A presenca da microbiota comensal,
tamanho, viabilidade e quantidade de receptores de membrana nas células bucais e métodos
utilizados para a coleta parecem interferir na recuperacdo experimental de leveduras da

cavidade bucal (CORMANE e GOSSLINGS, 1963; SANDIN e cols., 1987). Neste trabalho,
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a mesma metodologia foi empregada na recuperagio e cultivo de C. albicans da cavidade
bucal de todos os animais, assim a variabilidade encontrada provavelmente nio foi devido a
metodologia.

Para o estudo em carcinogénese bucal, o modelo utilizado neste trabalho foi
preconizado por WALLENIUS (1973), e sua eficacia na indugdo de carcinomas bucais em
ratos tem sido relatada em vérios estudos (WONG e WILSON, 1983; STLEIDER e READE,
1984; FISKER e cols., 1990). Neste modelo o agente carcinogénico 4-NQO ¢é pincelado no
palato de ratos trés vezes por semana, resultando no desenvolvimento de carcinomas num
periodo de 7 meses. A maioria dos estudos em carcinogénese bucal utiliza os ratos Sprague-
Dawley, entretanto, os ratos da variedade Wistar s@ao 0s mais comuns em nosso meio, motivo
pelo qual foi utilizado neste trabalho. Os ratos Wistar sdo menores, o que facilita o seu
manuseio; apresentam maior longevidade e menor indice de doengas intercorrentes que os
ratos Sprague-Dawley (FISKER e cols., 1990). A indugéo de carcinomas na cavidade bucal
através de carcindgenos quimicos esta relacionada a fatores tais como susceptibilidade das
espécies aos diferentes carcindégenos utilizados, tipo de carcindgeno empregado e
susceptibilidade dos diferentes sitios da cavidade bucal e, maior resisténcia apresentada pela
mucosa bucal aos carcinégenos quimicos. WALLENIUS (1965) demonstrou que a aplicagao
de DMBA na mucosa bucal de ratos durante 16 semanas resultou no desenvolvimento de
carcinomas em apenas 30% dos animais. Utilizando o 4-NQO, 100% dos animais
apresentaram carcinomas apés 7 meses de tratamento (WALLENIUS e LEKHOLM, 1973).
Segundo esses autores, a eficacia do 4-NQO frente ao DMBA na indugéo de carcinomas na
cavidade bucal de ratos deve-se ao fato de que o 4-NQO ¢é uma amina aromatica hidrossoluvel
e o DMBA é um hidrocarboneto aromatico lipossoluvel. A hidrossolubilidade do 4-NQO
facilitaria sua difusdo pela pelicula de saliva que recobre a cavidade bucal;, enquanto o DMBA
por ser lipossoluvel, seria facilmente deglutido, permanecendo pouco tempo em contato com a
mucosa bucal.

Entretranto, EVESON ¢ MacDONALD (1977), observaram que a lingua do
hamster é relativamente refratiria & a¢do do 4-NQO, sugerindo que a diferenca na
susceptibilidade das espéciés animais ou dos sitios da cavidade bucal, mais do que a hidro ou

lipossolubilidade do carcindgeno é responsivel pela eficacia do 4-NQO na inducio de
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carcinomas bucais em ratos. A diferenga de susceptibilidade das espécies animais a agentes
carcinogénicos foi relatada por COHEN e SMITH em 1967 apds a aplicagio de DMBA na
mucosa bucal de macacos por um periodo de 4 anos, sem que qualquer alteragéo indicativa de
malignidade fosse observada. Além disso, é relevante o tipo de epitélio, visto que o DMBA ¢
bastante efetivo no epitélio da bolsa da bochecha de hamsters, na qual existem apenas 3 ou 4
camadas de células, o epitélio ndo € queratinizado e tem como propriedade a absorc¢io de
substancias quimicas (SALLEY, 1954; WHITE e cols, 1981), enquanto o epitélio da mucosa
de ratos € pavimentoso estratificado ortoqueratinizado.

A sialoadenectomia provocou uma redugio em cerca de 80% do volume salivar,
como também observado por ITO (1990) e TOTTI (1994). Em humanos, a redugio em 40 a
50% do volume total da saliva é indicativa de xerostomia (FOX e cols., 1985; DAWES, 1987;
MANDEL, 1980). Apos a cirurgia, os animais apresentaram a mucosa bucal bastante seca,
apenas com a presenga de saliva residual, provavelmente proveniente das glandulas salivares
menores localizadas por toda a cavidade bucal.

A xerostomia constitui um dos mais importantes fatores locais predisponentes a
alteragdes na cavidade bucal, devido & diminui¢do do fluxo salivar, responsavel pela
manutengao do equilibrio microbiolégico, na fisiologia orofaringeana, na digestdo e protegio
das células gastricas (MANDEL, 1987; HERRERA e cols.,, 1988). O periodo de
desenvolvimento de carcinomas nos ratos com redugdao do fluxo salivar através da
sialoadenectomia foi de aproximadamente de 240 dias; significativamente inferior ao periodo
de 322 dias observados para os animais com o fluxo salivar intacto. O mesmo foi observado
por WALLENIUS e LEKHOLM (1973) em ratos cuja xerostomia foi obtida mediante o uso
de metilescopolamina. Apds 5 meses de aplicagdo de 4-NQO, todos os animais apresentaram
carcinomas na cavidade bucal, periodo significativamente inferior ao descrito para animais
normais pelos mesmos autores. O efeito protetor da saliva foi demonstrado por LEKHOLM e
WALLENIUS (1976) na indugdo de carcinoma epidermoéide na orelha de ratos. Quando a
aplicacdo do DMBA foi realizada sobre uma camada de saliva, os carcinomas desenvolveram-
se num periodo 30% maior que os animais que ndo receberam aplicagao prévia de saliva.

O 4-NQO aplicado por cinco meses ou continuamente provavelmente

atuou como agente iniciador e promotor da carcinogénese, visto que 0 agente promotor pode



69

ser o proprio carcindgeno ou qualquer agente inespecifico (BEREBLUN e SHUBIK, 1947;
BECKER, 1981). O desenvolvimento de carcinomas ocorreu em 100% dos animais pincelados
com 4-NQO durante cinco meses ou continuamente num periodo semelhante de tempo.

A frequéncia de aplicagao do carcindgeno € relevante e estd relacionada com o
periodo de expectativa para o desenvolvimento de carcinomas na cavidade bucal (SVENSON
e HEYDEN, 1982; WONG e WILSON, 1983; STEIDLER e READE, 1984; RICH e READE,
1988; FISKER, 1990). Neste estudo observou-se que a aplicagdo de 4-NQO no palato por
cinco meses resultou no desenvolvimento de carcinomas em 100% dos animais, num periodo
semelhante ao encontrado nos animais pincelados continuamente com o 4-NQO até a
formagédo de carcinomas, tanto nos ratos normais quanto nos sialoadenectomizados, sugerindo
que com cinco meses de tratamento, a dose de carcinégeno aplicada foi suficiente para
promover a iniciagao e promogdo do processo de carcinogénese, ndo sendo necessario o
estimulo constante do carcinégeno. Em camundongos pincelados com 4-NQO no palato por
2, 4, 6, 8, 12, 16 semanas, STLEIDER e READE (1984) observaram que a incidéncia de
carcinomas de células escamosas de palato cresceu de acordo com o aumento no periodo de
aplicagdo do carcindgeno e que apos 50 semanas atingiu 100% dos animas apenas no grupo
pincelado durante dezesseis semanas. Quando submetidos a trés e seis aplicagdes de 4-NQO
no palato, apenas um rato apresentou carcinoma no sitio de aplicagdo do carcinégeno apos 80
semanas de expectativa; entretanto quando o carcindgeno foi aplicado por vinte a vinte e duas
semanas, 100% dos animais desenvolveram carcinomas em apenas oito semanas.

As primeiras alteragdes observadas clinicamente na mucosa palatina dos animais
ocorreram apds dois meses de aplicagdo do 4-NQO e caracterizaram-se por aspecto
esbranquigado e perda de defini¢dao das rugosidades palatinas presentes na regido intermolar.
No decorrer do tratamento, a mucosa do palato apresentou aspecto papilomatoso e ulceragao
deformante, com eventual mobilidade dental. A progressdo das alteragdes observadas neste
estudo foram descritas por WALLENIUS (1966); WALLENIUS e LEKHOLM (1973);
LEKHOLM e WALLENIUS (1976); SVENSON e HEYDEN (1982), os quais descrevem a
presenca de reagdes inflamatorias precoces, leucoplasias  seguidas por numerosos

crescimentos papilares e irregulares no palato e areas tumorais adjacente aos dentes molares.
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As alteragdes ocorreram mais precocemente no palato dos ratos xerostomicos,
demonstrando assim a acao da saliva na protegdo da cavidade bucal frente a carcindgenos
quimicos. A saliva ndo impede o desenvolvimento de carcinomas, visto que todos os animais
com fluxo salivar normal desenvolveram carcinomas bucais, porém dificulta a agido do 4-
NQO, retardando o aparecimento das neoplasias malignas. Os ratos sialoadenectomizados
desenvolveram carcinomas mais precocemente provavelmente porque nesses animais as
células normais foram iniciadas mais rapidamente que nos ratos normais.

Tanto nos ratos normais quanto nos xerostomicos, os carcinomas de palato
caracterizaram-se macroscopicamente por nodulos delimitados por bordas elevadas e
esbranquigadas, com superficie necrosada e ulcerada, com localizagdo predominantemente
unilateral, ao redor dos dentes molares. As lesdes apresentaram expansio tanto para a face
vestibular quanto palatina dos dentes, por vezes comprometendo toda a superficie intermolar
do palato. NAVARRO (1992) observou maior incidéncia de lesdes mais severas e com
localizagdo bilateral no palato de ratos sialoadenectomizados apds aplicagdo de 4-NQO no
palato de ratos quatro vezes por semana durante seis meses. O mesmo ndo foi observado
neste estudo, no qual o aspecto clinico dos carcinomas de palato foi semelhante entre os ratos
normais e sialoadenectomizados. Essa diferenga provavelmente deve-se ao periodo utilizado
em cada experimento, pois também no presente estudo, com seis meses de tratamento, grande
numero de ratos xerostomicos apresentou alteragdes mais acentuadas que os ratos normais,
incluindo a presenga de carcinomas.

Além da presenga dos carcinomas, ao término do experimento, a mucosa
palatina apresentou aspecto altamente irregular, devido a presenca de projegdes epiteliais,
papilomas e areas de retragdo gengival. Na maioria dos estudos em carcinogénese, € também
neste, as manifestagdes clinicas iniciais tanto de palato quanto de lingua, eram de carater
exofitico, como por exemplo a presenga de papilomas (STORMBY ¢ WALLENIUS, 1964,
WALLENIUS, 1966; LEKHOLM e WALLENIUS, 1976; MAREFAT e cols, 1979; WHITE e
cols., 1981; WONG e WILSON, 1983). As areas de retragao gengival provavelmente
constituem o inicio do desenvolvimento dos carcinomas, visto que 0S carcinomas ocorrem
predominantemente ao redor dos dentes molares, expandindo-se a seguir para as faces palatina

e vestibular dos dentes. O numero de papilomas e projecdes epiteliais foi semelhante nos
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ratos normais e sialoadenectomizados. Entretanto a quantificagio das alteracdes nos animais
portadores de carcinoma de palato fica comprometida devido ao desenvolvimento das
ulceragGes, porém ilustram a frequéncia e o numero de alteragdes na mucosa palatina
decorrente da aplicagao do 4-NQO.

A lingua constituiu o segundo sitio no qual as alteragdes epiteliais foram
observadas com maior frequéncia. As alteragdes epiteliais ocorrem basicamente na regiio do
tubérculo intermolar, devido ao intenso contato dessa regido com a regido intermolar do
palato, durante os movimentos fisiologicos (KUTUZOV e SICHER, 1951, 1952;
MATTHEUS e cols., 1986). Alteragdes na porgdo anterior da lingua foram infrequentes e
ocorreram apenas nos animais sialoadenectomizados. Nesta regido observou-se a presenga de
areas leucoplasicas, atrofia das papilas linguais, edema e a presenga de carcinoma em um rato.
O desenvolvimento de carcinomas na porgao anterior da lingua € raro, sendo necessario o uso
de agentes promotores potentes ou a aplicagdo do carcindgeno sobre superficies submetidas a
traumas ou escoriagdes frequentes (FUJITA e cols, 1973; MAEDA e KAMEYAMA, 1986).
A maior resisténcia observada na por¢ao anterior da lingua deve-se provavelmente a presenga
de espagos interpapilares pronunciados na regido das papilas conicas simples, os quais sao
recobertos por queratina mecanicamente mais resistente do que aquela que recobre a
extremidade das papilas. Na regiao do tubérculo intermolar, as papilas filiformes verdadeiras
e gigantes estdo distribuidas muito proximas umas das outras, consequentemente apresentam
espacos interpapilares reduzidos, além de apresentarem a camada de queratina com
composicao diferente daquela encontrada nos espacos interpapilares (KUTUZOV e SICHER,
1951).

As alteragOes na regidao do tubérculo intermolar ocorreram simultaneamente as
observadas no palato. As primeiras alteracoes causadas pela aplicacdo do 4-NQO no palato
caracterizaram-se pela presenca de areas leucoplasicas e regides com atrofia das papilas
linguais, com evolugdo eventual para papilomas, conferindo a regido do tubérculo intermolar
um aspecto nodular, como também observado por STEIDLER e READE (1984) apés oito
semanas de aplicagao de 4-NQO no palato de camundongos. Essas foram as tnicas alteragdes
observadas nos animais normais mortos com cinco meses de aplicagao do 4-NQO. Com o

decorrer do experimento, provavelmente em virtude da falta de vascularizagao adequada, os



72

papilomas sofriam nccroée, originando pequenas ulceragdes delimitadas por bordas elevadas e
esbranquigadas e por¢do central deprimida, evoluindo para ulceragdes com leito exofitico,
superficie vegetante com projegdes digitiformes. Essa sequéncia de alteragdes foi relatada por
varios autores (WALLENIUS e LEKHOLM, 1973; LEKHOLM e WALLENIUS, 1976;
WALLENIUS e cols., 1979.; STEIDLER e READE, 1984; PRIME e cols., 1986 b).

Neste estudo observou-se que a incidéncia de carcinomas de lingua foi tio alta
quanto de palato, sendo superior nos ratos sialoadenectomizados submetidos a aplicacio
concomitante de 4-NQO e C. albicans por cinco meses ou até o desenvolvimento de
carcinomas. A alta incidéncia de carcinomas na regido do tubérculo intermolar, neste trabalho
observada principalmente nos ratos xerostdmicos, deve-se provavelmente ao intenso contato
desta regido com a regido intermolar do palato (KUTUZOV e SICHER, 1951, 1952;
MATTHEWS e cols., 1986). Nos ratos sialoadenectomizados tratados concomitantemente
com 4-NQO e C. albicans (Grupo D), 90% dos carcinomas ocorreram na lingua. Seria de se
supor que a presenca de C.albicans favoreceu o processo de carcinogénese na lingua, mas o
conjunto de dados nao sao claros para uma afirmacgédo desta natureza.

Além do palato e lingua, alteragoes epiteliais, incluindo carcinomas foram
observadas no palato mole e na mandibula dos animais. No palato mole os carcinomas
caracterizaram-se macroscopicamente por nodulos delimitados por bordas elevadas e
esbranquigadas e superficie papilomatosa, atinguindo por vezes toda a superficie do palato
mole. A frequéncia de alteragdes como leucoplasias e papilomas foi maior nos ratos
xerostdmicos, entretanto os carcinomas desenvolveram-se apenas nos ratos normais,
demonstrando que o contato do carcinégeno com a mucosa € importante no desenvolvimento
de carcinomas de palato mole. O estado de xerostomia néo facilitou o desenvolvimento de
carcinomas nessa regido. Carcinomas de mandibula foram observados num nimero reduzido
de animais, ndo ocorrendo predominancia entre os ratos normais € sialoadenectomizados. Os
carcinomas neste sitio apresentaram aspecto clinico semelhante ao observado na maxila.
Caracterizaram-se por nddulos delimitados por bordas elevadas e esbranquigadas, com
superficie necrosada e ulcerada, localizados unilateralmente ao redor dos dentes molares, por
vezes causando mobilidade dental. Os carcinomas de mandibula eram frequentemente

acompanhados pela formagdo de abcessos na regido cervical. Carcinomas de mandibula
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também foram encontrados em 25% dos ratos com fluxo salivar intacto pincelados com 4-
NQO no palato (WALLENIUS e LEKHOLM, 1976).

Assim como na boca, 0 4-NQO ndo induz alteragdes no estomago quando
aplicado por cinco meses, mas causa formacao de projecdes papilomatosas posteriormente.
Os dados indicam que as lesdes sdo mais numerosas quando o 4-NQO ¢é aplicado
continuamente na boca até a formacao de carcinoma, do que por apenas cinco meses. As
alteragcdes na mucosa gastrica caracterizaram-se por proje¢des epiteliais de diametros variados.
Por vezes os animais xerostdmicos apresentaram maior frequéncia de alteragoes,
provavelmente devido a degluticdo do 4-NQO sem a diluicao pela saliva. A importancia da
frequéncia de administragao da dilui¢do do carcindgeno pode ser demonstrada pela auséncia
de quaisquer alteragdes no estomago dos ratos normais mortos apos cinco meses de aplicagdo
do 4-NQO. Apenas um animal desenvolveu carcinoma clinicamente diagnosticavel no
estomago (dado ndo apresentado neste trabalho). O estdbmago apresentou tamanho quatro a
cinco vezes maior que o normal, com superficie totalmente irregular, devido a presenca de
numerosas projegdes papilomatosas. Histologicamente, observou-se carcinoma de células
escamosas altamente diferenciado, com abundante formagao de pérolas de queratina e
infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear. O carcinoma de estdmago ocorreu em um rato
normal submetido a aplicagdo concomitante de 4-NQO por seis meses € mantido em
observacgdo até o desenvolvimento de carcinomas na cavidade bucal. Infec¢ao por Candida
nio foi observada. Altera¢des de estomago, incluindo a presenga de carcinomas foi observada
em outros trabalhos (WALLENIUS, 1966, WALLENIUS e LEKHOLM, 1973; STEIDLER e
READE, 1984; NAVARRO, 1992).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o efeito protetor na cavidade
bucal exercido pela saliva frente & carcinogenos quimicos, nao impedindo, porém retardando
o desenvolvimento de carcinomas bucais induzidos pela aplica¢dao do 4-NQO, Observagoes
semelhantes também foram relatadas por WALLENIUS, 1966; LEKHOLM e WALLENIUS,
1973). A inoculagdo de C. albicans nido favoreceu o desenvolvimento de carcinomas bucais.
A aplicacdo de 4-NQO parece ter favorecido a permanéncia e coloniza¢do da mucosa bucal
por C. albicans, entretanto novos estudos devem ser realizados para melhor compreensao dos

mecanismos implicados.
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CONCLUSOES

1 - Ratos sialoadenectomizados pincelados com 4-NQO no palato desenvolveram carcinomas

bucais num periodo inferior aos normais.

2 - Ratos pincelados com 4-NQO no palato durante cinco meses e mantidos em observagio até
a formagdo de carcinomas, desenvolveram carcinomas bucais num periodo semelhante ao

observado para os ratos pincelados continuamente com o carcindgeno.

3 - A inoculagido de C. albicans n3o exerceu influéncia no periodo de desenvolvimento de

carcinomas provocados pelo 4-NQO.

4 - AlteragOes epiteliais causadas pela aplicagao de 4-NQO favoreceram, mais que a redugao

do fluxo salivar, a colonizagdo do dorso da lingua de ratos por C. albicans.

5 - 0 4-NQO parece inibir "in vivo" a permanéncia e colonizac¢do de C. albicans na cavidade

bucal de ratos.

6 - A formagdao de projegdes papilomatosas no estdmago, assim como ocorre com O0S
carcinomas de boca, se desenvolveram espontaneamente mesmo apds o cessamento da

aplicagao do 4-NQO.
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RESUMO

Neste trabalho foram estudados os efeitos da sialoadenectomia e aplicagio de C.
albicans no desenvolvimento de carcinomas bucais em ratos tratados com 4-NQO. Os animais
foram divididos em 7 grupos: 1- hlocul;n;ﬁo de C. alblcans: Dez ratos foram inoculados com
suspensio de C. albicans por trés dias consecutivos e dez animais receberam trés inoculagdes
semanais durante 180 dias; 2- Aplicago de 4-NQO por cinco meses sequida de trés inoculagdes
consecutivas de C. albicans: Dez ratos foram pincelados com 4-NQO no palato trés vezes por
semana durente cinco meses e apds esse periodo receberam trés inéculos de C. albicans; 3-
Formagko de carcinoma: Querente ratos nomeis € quinze sialoedenectomizedos forem divididos
nos seguintes grupos: A) Tratados com 4-NQO por cinco meses ¢ acompeanhados até a
formagdo de carcinomas; B) Tratados com 4-NQO por cinco meses e posteriormente inoculados
com C. albicans até a formagéio de carcinomas; C) Tratados com 4-NQO até a formagéo de
carcinomas; D) Tratados com 4-NQO e C. albicans concomitantemente até & formagéo de
carcinomas. Os ratos normmais desenvolveram carcinomas em cerca de 320 dias,
independentemente da aplicaglio de C. albicans. Nos sialoadenectomizados com ou sem C.
albicans, o tempo médio foi de 231 dias. Estes resultados indicam que a saliva retarda a acllo
carcinogénica do 4-NQO. A presenga de C. albicans néo favoreceu a agho do 4-NQO,

sugerindo que & amostra utilizada no tem agio co-carcinogénica.
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SUMMARY

This work studied the effects of sialoadenectomy and the application of C.
albicans on cancer development in the oral cavity of rats. The animals were divided in seven
groups: 1- Inoculation of C. albicans: Ten rats were inoculated with 0,2 ml of a suspension of
C. albicans into the oral cavity during three days consecutively and ten rats received three
weekly inoculation of C. albicans during 180 days; 2- Application of 4-NQO during 5 months
followed by three inoculations of C. albicans: Ten rats were painted with 4-NQO on the palatal
mucosae three times a week for five months. After this period, the rats received three 0,2 ml of
a suspension of C. albicans for three days consecutively, 3- Carcinoma's formation: 15
sialoadenectomized and 40 normal rats were divided in four groups: A) Treated with 4-NQO
for five months and left untreated until the formation of carcinoma; B) Treated with 4-NQO for 5
months, followed by C. albicans inoculation until carcinoma's formation; C) Treated with 4-
NQO until carcinoma's formation and, D) treated with 4-NQO and C. albicans concomitantly
until carcinoma's development.

Rats with intact salivary flow developed oral carcinoma in about 320 days,
independentely of C. albicans application. In sialoadenectomized rats, with or without C.
albicans, the mean time of carcinoma development was 231 days.

These data indicate that saliva delays the carcinogenic action of 4-NQO. The
presence of C. albicans did not favour the action of 4-NQO, suggesting that the yeast used

doesn't have co-carcinogenic action.
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