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• RESUMO: Foi pincelado óxido de nitroquinolína a 0,5% em propinoglicol no palato de 74 ratos Wistar,
quatro vezes por semana. Após 1, 2, 3 e 6 meses, os animais foram sacrificados e o palato e a língua
observados macro e microscopicamente. Após 2 e 3 meses houve perda de definição das rugosidades
e papilas normais, que apresentavam aspecto esbranquiçado e papilomatoso. Microscopicamente, as
alterações mais freqüentes foram hiperplasia, hiperqueratose e disqueratose focal acantolítica epitelial.
Ulcerações caracterizadas como carcinomas bem diferenciados ocorreram no palato de 37,5% e na
língua de 58,3% dos animais tratados com 4NQO durante 6 meses. No estômago de 33,3% dos ratos
foram observadas ulcerações delimitadas por hiperplasia epitelial. Não foram observadas metástases
nos línfonodos cervicais.
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Introdução

No Brasil, o carcinoma espinocelular de boca corresponde a 14% das neoplasias
malignas, sendo considerado grave problema de saúde pública.3,6

Experimentalmente, o carcinoma de boca foi largamente estudado a partir do
modelo estabelecido por SalleY,21 que utilizou como carcinógeno o hidrocarboneto
policíclico lipossolúveI9,10-dirnetil-benzantraceno (DMBA) a 0,5%, aplicado na bolsa
da bochecha de hamster, três vezes por semana. Os primeiros carcinomas foram
observados após 7 semanas de tratamento. Posteriormente, Fujita et a1.5 descreveram
o desenvolvimento de carcinomas na borda lateral da língua de hamster, usando o
mesmo carcinógeno.
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Como o DMBA é pouco efetivo na mucosa de animais de laboratório, como rato
e camundongo, Wallenius & Lekholm26 estabeleceram um outro modelo experimental,
usando o óxido de nitroquinolina (4NOO). O 4NOO é uma amina aromática hidrosso
lúvel que, aplicada no palato de rato três vezes por semana a 0,5% em propilenoglicol,
provoca carcinomas de palato e língua após 6 meses.1 Por meio desse modelo
verificaram-se efeitos da cirrose hepática, xerostomia e deficiência de ferro no
processo de carcinogênese.9,10,19

Provavelmente por ser mais simples e pelas lesões ocorrerem concomitantemen
te no palato e na língua, esse modelo é um dos mais usados no estudo de carcinogê
nese bucal.2,l1,14.17,18 Os dados da literatura mostram que carcinomas desenvolveram
se no palato 6 a 7 meses após a aplicação de 4NOO. 10,19,26 O objetivo deste trabalho
foi descrever os efeitos de 4NOO no palato e na língua de ratos após 1, 2, 3 e 6 meses
de aplicação, para observação das alterações durante o desenvolvimento do processo
carcinogênico.

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 ração
e água ad libitum. Os animais foram divididos em dois grupos, o controle, composto
por 20 ratos, e o experimental, por 54 ratos tratados com óxido de nitroquinolina.

Óxido de nitroquinolina (4NOO) diluído a 0,5% em propilenoglicol foi aplicado
no palato de ratos não anestesiados, com auxilio de pincel, quatro vezes por semana
durante 1, 2, 3 e 6 meses. Após cada aplicação os animais foram privados de água
durante 5 horas, para permitir maior tempo de cantata da substância carcinogênica
com a mucosa palatina. Nos períodos 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 período
foram usados 5 ratos como grupo controle.

Os ratos foram sacrificados por inalação excessiva de éter etílico, e maxilas,
língua, linfonodos cervicais e estômago foram fixados em formal a 10%. Após
observações macroscópicas com auxilio de lupa estereoscópica, as maxilas foram
descalcificadas em ácido tricloroacético a 6% por 4 dias e seccionadas transversal
mente em três partes, nas regiões do 111 , 211 e 311 molar. A língua foi dividida
longitudinalmente em 4 partes. O estômago foi seccionado longitudinalmente de moro
a incluir as áreas macroscopicamente alteradas.·Os linfonodos também foram exami
nados e seccionados transversalmente para inclusão. A inclusão foi feita em parafina;
e os cortes de 71lm foram corados com HE.

Para quantificação macroscópica do palato e da língua, considerou-se apenas a
alteração mais severa de cada animal.
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~sultados
Os animais de grupo controle não mostraram alterações macro e microscópicas,

e os dados a seguir referem-se apenas aos tratados com 4NOO. As alterações de palato
e língua ocorreram nas regiões interrnolares, que correspondem ao palato duro e às
papilas filiforrnes verdadeiras na língua.

A Tabela 1 mostra as alterações macroscópicas observadas nos períodos de 1 a
6 meses. Após 2 meses, a alteração mais freqüente foi o aspecto esbranquiçado, com
perda de definição das rugosidades palatinas ou das papilas linguais. No grupo de 3
meses, 40% e 30% dos animais apresentaram respectivamente o palato e a língua com
aspecto papilomatoso, sendo que este aspecto estava presente também após 6 meses
(Figuras 1 e 3). Ulcerações ocorreram apenas depois de 6 meses; na maioria eram
extensas e, no caso do palato, provocaram mobilidade dentária (Figura 5).

Tabela 1 - Características macroscópicas do palato (P) e da língua (L) de ratos
tratados com 4NOO durante 1, 2, 3 e 6 meses

PERíODO (MESES) 1 2 3 6

10 10 10 24
N° DE ANIMAIS

P L P L P L P L

aspecto normal 10(100) 10(100) 7(70) O O O O O

mucosa esbranquiçada* O O 2(20) 10(100) 6(60) 7(70) 5(20,8) 3(16,5)

aspecto papilomatoso O O 1(10) O 4(40) 3(30) 10(41,6) 7(29)**

ulceração (carcinoma) O O O O O O 9(37,5) 14(58,3)

Oba.: Para cada animal foi considerada apenas a alteração mais acentuada. Os valores entre parênteses representam

a porcentagem de animais.

* O aspecto de mucosa esbranquiçada estava associado à perda de definição das rugosidades palatinas e atrofia de

papüas linguais.

** Na lingua de 3 animais foram encontrados papüomas macroscopicamente evidentes.

Microscopicamente o aspecto esbranquiçado foi caracterizado corno áreas de
hiperqueratose e eventual papilomatose (Figura 2). Na língua, os papilomas foram
mais evidentes e mais facilmente caracterizados (Figura 4). Microscopicamente fomm
freqüentes as áreas de disqueratose focal acantolítica, com típicas fendas suprabasais
e células hialinizadas. Todas as ulcerações correspondiam a carcinomas bem diferen
ciados, com ou sem envolvimento ósseo ou do tecido muscular (Figura 6).

No estômago de 8 ratos (33,3%), após 6 meses de aplicação de 4NOO, observa
ram-se alterações circulares com aproximadamente 4 mm de diãrnetro, de bordas
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elevadas e esbranquiçadas, e porção central deprimida. Microscopicamente corres
pondiam a ulcerações com discreto infiltrado inflamatório, epitélio adjacente hiper
plásico e intensamente hiperqueratinizado, sem características de malignidade.

Não foram observadas células metastáticas nos linfonodos examinados. Os
linfonodos de ratos com ulcerações de língua mostraram espaços vasculares aumen
tados e áreas de hiperplasia.

Discussão

Ratos Sprague Dawley são os mais usados para o estudo de carcinogênese com
4NOO, entrentanto, no nosso meio, os ratos Wistar são os mais comuns. Apenas dois
autores16•2 usaram ratos Wistar na carcinogênese com 4NOO. Observações prelimina
res em nosso laboratório, aplicando 4NOO três vezes por semana, mostraram o
desenvolvimento de carcinomas após 6 meses, mas em grau considerado menor do
que o descrito na literatura. Em vista disso, neste trabalho foram feitas quatro
aplicações semanais, e a quantidade e a gravidade dos carcinomas aumentaram
consideravelmente. Não se pode, entretanto, deduzir que os ratos Wistar são mais
resistentes que o Sprague Dawley ao 4NOO, visto que outros fatores também teriam
que ser considerados, particularmente a quantidade aplicada em cada sessão.

Macro e microscopicamente observou-se o envolvimento freqüente da margem
gengival, o que indica ser esta área mais susceptível à ação do 4NOO. Isso pode estar
associado à maior permeabilidade e ao alto rumaver das células do epitélio juncional.
Comprometimento gengival com formação de bolsa periodontal foi descrito por vários
autores;10,19,20,29,

Na língua, as lesões ocorreram principalmente na região do tubérculo intermolar,
uma vez que existe intenso contato fisiológico entre o tubérculo e a região intermolar
do palato.7•B,19 Lesões de língua ocorreram em todos os trabalhos que usaram este
modelo animal, o que toma evidente sua utilidade para o estudo da carcinogênese de
dorso de língua, que, entretanto, não é freqüente no homem.

As principais alterações do palato e da língua foram acantose, hiperqueratose e
disqueratose focal acantolítica, que evoluem eventualmente para papilomas. Na
maioria dos estudos de carcinogênese, e também neste, manifestações macroscópicas
iniciais de caráter exofítico foram freqüentes.4,12.15,24,2B,29 Talvez devido à inadequada
vascularização, as lesões papilomatosas sofrem necrose, formando pequenas ulcera...
ções de bordas elevadas. Devido à proliferação epitelial, as ulcerações apresentam
superfície vegetante, com projeções digitiformes. Essa seqüência de alterações está
de acordo com a descrição de vários autores.10,2O,23,25.2B.27 Conseqüentemente, o modelo
experimental descrito por Wallenius & Lekholm2B é útil não apenas para o estudo de
carcinomas do palato e dalíngua do rato, como também de hiperplasias, hiperquera
tose e papilomas. Áreas de disqueratose focal acantolítica (DFA) de palato e língua
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não puderam ser caracterizadas macroscopicamente.16 Microscopicamente as lesões
de disqueratose focal acantolítica estavam presentes em áreas de hiperqueratose,
papilomatoses ou de carcinomas invasivos. Aimportância da DFAno desenvolvimen
to de carcinomas ainda é controvertida.16•20•29

FIGURA 1 - MUOO88 do p&lato de rato. 3 meses após aplicação de 4NOO. A gengiva p&latlna do lado esquerdo e a
porção central do p&lato têm aspecto papllomatoso (6.5X>.
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FIGURA 2 - Aspecto microscópico da mucosa palatina de rato, após 3 meses de apl1cação de 4NOO. Observa-se
hiperplasia papüomatosa formada de epltél10 hiperqueratlnizado e conjuntivo Infütrado por poucas células
ln1lamatórlas (H & E, 75X).
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FIGURA 3 - L1ngua de rato, após 6 meses de aplicação de 4NOO. No tubérculo intermolar observa-se papiloma bem

desenvolv1do (6,5>0.

FIGURA 4 - Dorso de llngua de rato normal após 6 meses de tratamento com 4NOO. Papiloma benigno com projeçõe8

dlgitlformes e suporte de tecido conjuntivo (lI & E, 3OX).

FIGURA 5 - Mucosa do palato de rato, após 6 meses de aplicação de 4NOO. Extensa ulceração deformante provocou

exposição da raiz do 2" molar e deslocamento do 3Q molar (6,5>0.

FIGURA 6 - Aspecto microscópico da mucosa palatina de rato após 6 meses de aplicação de 4NOO. Há intensa

proliferação de células neoplásicas e algumas pérolas córneas, além de fragrnentoe de tecido ósseo (lI & E, 9OX).
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Embora descrito por outros autores,23,25,26 não se observaram carcinomas no
estômago dos ratos tratados com 4NOO. Ulcerações com bordas elevadas ocorreram
em 33,3% dos animais, mas de natureza degenerativa e/ou inflamatória. Também não
foram observadas metástases em linfonodos cervicais em outros trabalhos.19,23 Metás
tases em carcinogênese bucal experimental são consideradas raras, tanto com o
DMBA como com o 4NOO. Wallenius,25 usando DMBA, observou que de 28 ratos,
apenas 1 exibiu metástase. Shingaki et al.22 observaram metástase em 26,1% dos
hamsters tratados com DMBA, mas esses animais apresentavam imunodeptessão
causada por cortisona.

Conclusão

Carcinomas causados por 4NOO aplicado no palato de ratos foram precedidos
por acantose, papilomas, hiperqueratose e disqueratose focal acantolítica. O modelo
empregado mostrou-se adequado para o estudo simultâneo da carcinogênese de
palato e língua, sendo a metodologia utilizada relativamente simples, permitindo a
avaliação dos fatores envolvidos no processo. Não foram observadas metástases.

NAVARRO, C. M., ALMEIDA, O. P. UNE, S. R..P. Experimental carcinogenesis: lesions ofthe
palate and tongue provoked by nitroquinoline oxide (4NOO) in rates. Rev. Odontol. UNE8P,
São Paulo, v. 23, n. 1, p. 71-80, 1994.

• ABSTRACT: The palate of 74 WistaI rats were painted with 0,596 4-nitroquinoline-1-oxide, 4 times
weekly. Alter 1, 2, 3 and 6 months the animais were killed and the palate and tongue observed maCIO
and rnicroscopica11y. Alter 2 and 3 months the tongue and palate were whitish and papillomatous.
MiCIoscopica11y hyperplasia, hyperkeratosis and focal acantholytic dyskeratosis were found. Ulceratiõns
charaeterized as weIl differentiated carcinomas occured on the palate of 37,596 and on the tongue of
58,396 of the animais treated with 4NOO for 6months. The stomach of 33, 396 ofrat treated with 4NOO
showed ulcers surrounded byepithelial hyperplasia. Metastasis were not deteeted in the cervicallymph
nodes.

• KEYWORDS: Carcinogens; palate; tongue.
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