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= RESUMO: Foi pincelado éxido de nitroquinolina a 0,5% em propinoglicol no palato de 74 ratos Wistar,
quatro vezes por semana. Apés 1, 2, 3 e 6 meses, os animais foram sacrificados e o palato e a lingua
observados macro e microscopicamente. Apés 2 e 3 meses houve perda de definigéo das rugosidades
e papilas normais, que apresentavam aspecto esbranquigado e papilomatoso. Microscopicamente, as
alteragdes mais freqiientes foram hiperplasia, hiperqueratose e disqueratose focal acantolitica epitelial.
Ulceragoes caracterizadas como carcinomas bem diferenciados ocorreram no palato de 37,5% e na
lingua de 58,3% dos animais tratados com 4NQO durante 6 meses. No estomago de 33,3% dos ratos
foram observadas ulceragdes delimitadas por hiperplasia epitelial. Ndo foram observadas metéstases
nos linfonodos cetrvicais.
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Introdugao

No Brasil, o carcinoma espinocelular de boca corresponde a 14% das neoplasias
malignas, sendo considerado grave problema de saide publica.36
" Experimentalmente, o carcinoma de boca foi largamente estudado a partir do
modelo estabelecido por Salley,?! que utilizou como carcindégeno o hidrocarboneto
policiclico lipossoluvel 9,10-dimetil-benzantraceno (DMBA) a 0,6%, aplicado na bolsa
da bochecha de hamster, trés vezes por semana. Os primeiros carcinomas foram
observados apds 7 semanas de tratamento. Posteriormente, Fujita et al.5 descreveram
o desenvolvimento de carcinomas na borda lateral da lingua de hamster, usando o
mesmo carcinégeno.
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Como o DMBA é pouco efetivo na mucosa de animais de laboratério, como rato
e camundongo, Wallenius & Lekholm? estabeleceram um outro modelo experimental,
usando o 6xido de nitroquinolina (4NQO). O 4NQO é uma amina aromatica hidrosso-
lGvel que, aplicada no palato de rato trés vezes por semana a 0,5% em propilenoglicol,
provoca carcinomas de palato e lingua apds 6 meses.! Por meio desse modelo
verificaram-se efeitos da cirrose hepatica, xerostomia e deficiéncia de ferro no
processo de carcinogénese.%10.19

Provavelmente por ser mais simples e pelas lesées ocorrerem concomitantemen-
te no palato e na lingua, esse modelo é um dos mais usados no estudo de carcinogé-
nese bucal 211141718 Og dados da literatura mostram que carcinomas desenvolveram-
se no palato 6 a 7 meses apds a aplicagdo de 4NQO.10.1926 § objetivo deste trabalho
foi descrever os efeitos de 4NQO no palato e na lingua de ratos apéds 1, 2, 3 e 6 meses
de aplicagao, para observagao das alteragdes durante o desenvolvimento do processo
carcinogénico.

Material e método

Foram usados 74 ratos Wistar (Rattus Norvegicus Albinus) machos, pesando
cerca de 200 g, provenientes do Biotério Central da UNICAMP, alimentados com ragao
e agua ad libitum. Os animais foram divididos em dois grupos, 0 controle, composto
por 20 ratos, e o experimental, por 54 ratos tratados com 6xido de nitroquinolina.

Oxido de nitroquinolina (4NQO) diluido a 0,5% em propilenoglicol foi aplicado
no palato de ratos ndo anestesiados, com auxilio de pincel, quatro vezes por semana
durante 1, 2, 3 e 6 meses. Apos cada aplicagdo os animais foram privados de agua
durante 5 horas, para permitir maior tempo de contato da substancia carcinogénica
com a mucosa palatina. Nos periodos de 1, 2 e 3 meses, foram usados 10 animais por
grupo. O grupo de 6 meses tinha 24 ratos, perfazendo um total de 54. Para cada periodo
foram usados 5 ratos como grupo controle.

Os ratos foram sacrificados por inalagdo excessiva de éter etilico, e maxilas,
lingua, linfonodos cervicais e estémago foram fixados em formol a 10%. Apés
observagdes macroscopicas com auxilio de lupa estereoscépica, as maxilas foram
descalcificadas em acido tricloroacético a 6% por 4 dias e seccionadas transversal-
mente em trés partes, nas regides do 12, 22 e 3° molar. A lingua foi dividida
longitudinalmente em 4 partes. O estdmago foi seccionado longitudinalmente de modo
a incluir as dreas macroscopicamente alteradas. Os linfonodos também foram exami-
nados e seccionados transversalmente para inclusado. A incluséo foi feita em parafina,
e os cortes de 7 pm foram corados com HE. _

Para quantificagdo macroscéopica do palato e da lingua, considerou-se apenas a
alteragd@o mais severa de cada animal.
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Resultados

Os animais de grupo controle ndo mostraram alteragdes macro e microscopicas,
e os dados a seguir referem-se apenas aos tratados com 4NQO. As alteragdes de palato
e lingua ocorreram nas regides intermolares, que correspondem ao balato duro e as
papilas filiformes verdadeiras na lingua.

A Tabela 1 mostra as alteragdes macroscopicas observadas nos periodosde 1 a
6 meses. Apos 2 meses, a alteragdo mais freqiiente foi 0 aspecto esbranquigado, com
perda de definigdo das rugosidades palatinas ou das papilas linguais. No grupo de 3
meses, 40% e 30% dos animais apresentaram respectivamente o palato e a lingua com
aspecto papilomatoso, sendo que este aspecto estava presente também ap6s 6 meses
(Figuras 1 e 3). Ulceragbes ocorreram apenas depois de 6 meses; na maioria eram
extensas e, no caso do palato, provocaram mobilidade dentéria (Figura 5).

Tabela 1 — Caracteristicas macroscépicas do palato (P) e da lingua (L) de ratos
tratados com 4NQO durante 1, 2, 3 e 6 meses

PERfODO (MESES) 1 2 3 6
N° DE ANIMAIS 10 10 10 24

P L P L P L P L
aspectonormal - 10(100) 10(100)  %(70) 0 0 0 0 0
mucosa esbran@gada‘ 0 0 2(20) 10(100) 6(60) 7(70) 5(20,8) 3(16,5)
aspecto papilomatoso 0 0 1(10) 0 4(40) 3(30) 10(41,6) 7(29)**
ulceragio (carcinoma) 0 0 0 0 0 0 9(37,6) 14(58,3)

Obs.: Para cada animal foi considerada apenas a alteragdo mais acentuada. Os valores entre parénteses representam
a porcentagem de animais.
* O aspecto de mucosa esbranqui¢ada estava associado a perda de defini¢do das rugosidades palatinas e atrofia de
papilag linguais.
** Na lingua de 3 animais foram encontrados papilomas macroscopicamente evidentes.

Microscopicamente o aspecto esbranquigado foi caracterizado como areas de
hiperqueratose e eventual papilomatose (Figura 2). Na lingua, os papilomas foram
mais evidentes e mais facilmente caracterizados (Figura 4). Microscopicamente foram
freqiientes as areas de disqueratose focal acantolitica, com tipicas fendas suprabasais
e células hialinizadas. Todas as ulceragdes correspondiam a carcinomas bem diferen-
ciados, com ou sem envolvimento ésseo ou do tecido muscular (Figura 6).

No estdmago de 8 ratos (33,3%), apds 6 meses de aplicagdo de 4NQO, observa-
ram-se alteragdes circulares com aproximadamente 4 mm de didmetro, de bordas
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elevadas e esbranquigadas, e porgdo central deprimida. Microscopicamente corres- -
pondiam a ulceragdes com discreto infiltrado inflamatério, epitélio adjacente hiper-
plasico e intensamente hiperqueratinizado, sem caracteristicas de malignidade.

Nao foram observadas células metastaticas nos linfonodos examinados. Os
linfonodos de ratos com ulceragdes de lingua mostraram espagos vasculares aumen-
tados e areas de hiperplasia.

Discussio

Ratos Sprague Dawley sd0 os mais usados para o estudo de carcinogénese com
4NQO, entrentanto, no nosso meio, os ratos Wistar sdo os mais comuns. Apenas dois
autores!6.2 usaram ratos Wistar na carcinogénese com 4NQO. Observagdes prelimina-
res em nosso laboratério, aplicando 4NQO trés vezes por semana, mostraram o
desenvolvimento de carcinomas ap6s 6 meses, mas em grau considerado menor do
que o descrito na literatura. Em vista disso, neste trabalho foram feitas quatro
aplicagbes semanais, € a quantidade e a gravidade dos carcinomas aumentaram
consideravelmente. Nao se pode, entretanto, deduzir que os ratos Wistar sdo mais
resistentes que o Sprague Dawley ao 4NQO, visto que outros fatores também teriam
que ser considerados, particularmente a quantidade aplicada em cada sesséo.

Macro e microscopicamente observou-se o envolvimento freqiiente da margem
gengival, o que indica ser esta 4rea mais susceptivel & agdo do 4NQO. Isso pode estar
associado & maior permeabilidade e ao alto turnover das células do epitélio juncional.
Comprometimento gengival com formagao de bolsa periodontal foi descrito por varios
autores; 0192029

Na lingua, as lesGes ocorreram principalmente na regido do tubérculo intermolar,
uma vez que existe intenso contato fisioloégico entre o tubérculo e a regiao intermolar
do palato.”819 Lesbes de lingua ocorreram em todos os trabalhos que usaram este
modelo animal, o que torna evidente sua utilidade para o estudo da carcinogénese de
dorso de lingua, que, entretanto, nio é freqiiente no homem.

As principais alteragdes do palato e da lingua foram acantose, hiperqueratose e
disqueratose focal acantolitica, que evoluem eventualmente para papilomas. Na
maioria dos estudos de carcinogénese, e também neste, manifestagdes macroscépicas
iniciais de carater exofitico foram freqiientes.412.15.2428.2 Talyez devido a inadequada
vascularizagao, as lesdes papilomatosas sofrem necrose, formando pequenas ulcera-
¢bes de bordas elevadas. Devido a proliferagdo epitelial, as ulceragbes apresentam
superficie vegetante, com projegbes digitiformes. Essa seqiiéncia de alteragdes esta
de acordo com a descrigéo de varios autores.!020.232528.27 Conseqlientemente, o modelo
experimental descrito por Wallenius & Lekholm? é 1til ndo apenas para o estudo de
carcinomas do palato e da lingua do rato, como também de hiperplasias, hiperquera-
tose e papilomas. Areas de disqueratose focal acantolitica (DFA) de palato e lingua

74 Rev. Odontol. UNESP, Sso Paulo, 23(1): 71-80, 1994



nédo puderam ser caracterizadas macroscopicamente.!® Microscopicamente as lesdes
de disqueratose focal acantolitica estavam presentes em areas de hiperqueratose,
papilomatoses ou de carcinomas invasivos. A importancia da DFA no desenvolvimen-
to de carcinomas ainda é controvertida. 6202

FIGURA 1 - Mucoea do palato de rato, 3 meses apds aplicagio de 4NQO. A gengiva palatina do lado esquerdo e a
porgo central do palato t&m aspecto papilomatoso (6,5X).
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FIGURA 2 - Aspecto microscopico da mucosa palatina de rato, ap6s 3 meses de aplicagdo de 4NQO. Observa-se
hiperplasia papilomatosa formada de epitélio hiperqueratinizado e conjuntivo infilttado por poucas células
inflamatdrias (H & E, 75X).
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FIGURA 3 - Lingua de rato, ap6s 6 meses de aplica¢do de 4NQO. No tubérculo intermolar observa-se papiloma bem
desenvolvido (6,5X).

FIGURA 4 - Dorso de lingua de rato normal ap6s 6 meses de tratamento com 4NQO. Papiloma benigno com projegdes
digitiformes e suporte de tecido conjuntivo (H & E, 30X).

FIGURA 5 - Mucosa do palato de rato, aps 6 meses de aplicagio de 4NQO. Extensa ulceragdo deformante provocou
exposicdo da raiz do 2° molar e deslocamento do 3° molar (6,5X).

FIGURA 6 - Aspecto microscopico da mucosa palatina de rato apés 6 meses de aplicagdo de 4NQO. Ha intensa
proliferagdo de células neoplésicas e algumas pérolas comeas, além de fragmentos de tecido ésseo (H & E, 90X).
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Embora descrito por outros autores,?2.2 nio se observaram carcinomas no
estémago dos ratos tratados com 4NQO. Ulceragdes com bordas elevadas ocorreram
em 33,3% dos animais, mas de natureza degenerativa e/ou inflamatéria. Também néo
foram observadas metastases em linfonodos cervicais em outros trabalhos. 12 Metas-
tases em carcinogénese bucal experimental sdo consideradas raras, tanto com o
DMBA como com o 4NQO. Wallenius,? usando DMBA, observou que de 28 ratos,
apenas 1 exibiu metastase. Shingaki et al.Z observaram metastase em 26,1% dos
hamsters tratados com DMBA, mas esses animais apresentavam imunodepressdo
causada por cortisona.

Conclusiao

Carcinomas causados por 4NQO aplicado no palato de ratos foram precedidos
por acantose, papilomas, hiperqueratose e disqueratose focal acantolitica. O modelo
empregado mostrou-se adequado para o estudo simultdneo da carcinogénese de
palato e lingua, sendo a metodologia utilizada relativamente simples, permitindo a
avaliagdo dos fatores envolvidos no processo. Ndo foram observadas metastases.

NAVARRO, C. M., ALMEIDA, O. P. LINE, S. R.P. Experimental carcinogenesis: lesions of the
palate and tongue provoked by nitroquinoline oxide (4NQO) in rates. Rev. Odontol. UNESP,
Séo Paulo, v. 23, n. 1, p. 71-80, 1994.

m ABSTRACT: The palate of 74 Wistar rats were painted with 0,6% 4-nitroquinoline-1-oxide, 4 times
weekly. After 1, 2, 3 and 6 months the animais were killed and the palate and tongue observed macro
and microscopically. After 2 and 3 months the tongue and palate were whitish and papillomatous.
Microscopically hyperplasia, hyperkeratosis and focal acantholytic dyskeratosis were found. Ulcerations
characterized as well differentiated carcinomas occured on the palate of 37,5% and on the tongue of
58,3% of the animals treated with 4NQO for 6 months. The stomach of 33,3% of rat treated with 4NQO
showed ulcers surrounded by epithelial hyperplasia. Metastasis were not detected in the cervical lymph
nodes.
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