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MAINENTI, P. Carcinogénese quimicamente induzida por DM BA
em glandulas salivares submandibulares de ratos (rattus
norvegicus).2006.94f. Dissertacdo (Mestrado em Biopatologia Bucal,
area Biopatologia Bucal)- Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista, Sao José dos Campos, 2006.

RESUMO

A carcinogénese consiste em um processo de alteracdes genéticas apOs contato
celular com agentes fisicos, quimicos ou biolodgicos. Esta interacdo pode culminar
em manifestacoes de fendtipos malignos celulares. No estudo experimental da
carcinogénese em glandulas salivares animais, os autores sdo undnimes em
apontar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) como potentes agentes
carcinogénicos. O 7,12 — dimetilbenzantraceno (DMBA), pertencente ao grupo
dos HPA, ¢ considerado o carcindgeno quimico de elei¢dao para a tumorigénese de
glandulas salivares animais. Este trabalho visou o estudo de DMBA injetado em
glandulas salivares submandibulares de ratos. Foram utilizados 28 ratos (Rattus
norvegicus), com trés meses de idade ¢ peso aproximado de 300g. Os animais
foram divididos em quatro grupos de sete individuos. ApoOs anestesia, tricotomia e
anti-sepsia as glandulas submandibulares esquerdas de todos os animais foram
expostas por incisdo cervical anterior. Utilizando-se seringa de 1,0 ml injetou-se
0,1 ml de solugdo de DMBA/acetona a 2% naquelas glandulas. O plano epitelial
foi suturado com seda preta 3-@. Ao final da 5%, 10%, 15%, e 20 semanas os animais
foram sacrificados utilizando-se doses letais da solugdo anestésica/relaxante. Os
resultados revelaram, na 5* semana, sete casos de sialadenite cronica. Na 10?
semana, um caso com atipia celular ductal, dois casos de carcinoma epidermdide e
quatro de sialadenite cronica. Entre a 15* e 20* semanas, foram observados trés
casos de hiperemia, trés casos de carcinoma epidermoéide, um caso de sarcoma e
sete casos de carcinossarcoma. A analise dos dados, em porcentagem, revelou:
3,6% de atipia celular, 3,6% de sarcoma, 10,7% de hiperemia, 17,9% de
carcinoma epidermoide, 25% de carcinossarcoma ¢ 39,4% de sialadenite cronica.
Conclusdo: Os dados obtidos permitiram o estudo da historia natural da
carcinogénese glandular por DMBA desde os processos inflamatérios iniciais até
a formagdo de neoplasias mesenquimais, epiteliais e mistas.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinogénese; glandulas salivares; DMBA, neoplasias.



1INTRODUCAO

Os efeitos de produtos industriais € do meio ambiente
nos seres vivos parecem ter sido notados primeiramente no homem.
No século XVI descobriu-se que mineradores das regides européias de
Schneeberg e Joachimstal encontravam-se doentes. Somente apds
trezentos anos tornou-se claro o quadro clinico destes mineradores.
Tratava-se de cancer pulmonar, provavelmente causado por urdnio e
seu subproduto radonio, presentes em minas de prata e cobalto
(WEISBURGER?, 1994).

No século XVIII, Percival Pott teceu observagdes
associando o cancer de pele do escroto a atividade laborativa dos
limpadores de chaminé. Hill, outro estudioso, vinculou o uso de rapé
aos carcinomas nasais. Mas somente no século XX que a
carcinogénese quimica experimental com animais de laboratorio foi
desenvolvida (RODRIGUES & CAMARGO*, 1999).

As descobertas advindas das observacdes de ocorréncia
de neoplasias humanas associadas as substincias quimicas e riscos
ocupacionais, culminaram na descoberta dos hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos (HPA). Estas substancias, produtos da
combustdo incompleta de combustiveis fosseis, principalmente, foram
reconhecidas como compostos de considerdvel potencial
carcinogénico (WOOLF™®, 1998).

Os primeiros experimentos controlados com animais e

carcinogenos quimicos foram conduzidos por pesquisadores japoneses



em 1918 (SHKLAR?, 1970; EL-MOFTY?®, 1977). O uso de 6rgios-
alvo, como as glandulas salivares, somente ocorreu em 1942, com
Steiner (STANDISH?®, 1957; CATALDO et al.’, 1964; SHKLAR?,
1970; EL-MOFTY?®, 1977).

O estudo da carcinogénese quimicamente induzida em
glandulas salivares tem como agente mais utilizado o DMBA (9,10-
dimetil 1,2-benzantraceno ou 7,12-dimetilbenzantraceno). Este
composto faz parte do elenco dos HPA. Pode ser utilizado na forma de
pellet ou na forma de solugdo em diferentes veiculos como vaselina e
acetona. Os animais pesquisados sdo, em sua maioria, ratos ¢ hamsters
(CHAUDHRY et al.’, 1966; TURBINER et al.**, 1969; HINDY et
al'’, 1995). Sumitomo et al.”® (1996) realizaram experimentos, por
meio de implantagdo, em glandulas submandibulares de ratos, de
esponja embebida em DMBA a 1%.

Existe uma marcada discordancia na metodologia de
carcinogénese quimicamente induzida em glandulas salivares animais.
Também ha incongruéncia no que se refere aos resultados encontrados
pelos autores que estudam esta linha de pesquisa. O presente trabalho
tem por objetivo estudar o modelo de carcinogénese quimica em
glandulas submandibulares de ratos. Os achados clinicos dos animais
€ 0s aspectos macroscopicos € microscOpicos das pegas cirurgicas
foram valorizados. Por meio de padronizagdo da metodologia de
injecdo de DMBA, pretendeu-se avaliar e discutir os padroes
histolégicos encontrados, na intencdo de fornecer dados concretos

para estudos vindouros.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinogénese

Um agente carcinogénico ¢ qualquer fator que aumente
o risco individual para o desenvolvimento de uma neoplasia
(WOOLF®, 1998). Segundo Rodrigues & Camargo™ (1999), os
termos carcinogénese ou oncogénese se referem a historia natural de
uma neoplasia, desde os eventos incipientes de alteracdo genotipica de
uma célula normal até as apresentacdes fenotipicas tumorais. A
carcinogénese pode ocorrer apds contato celular com carcindgenos
quimicos (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais), fisicos
(raios ultravioleta, radiacdo ionizante) e bioldgicos (virus).

Em 1947, Berenblun & Shubik*, formularam seus
conceitos de iniciacdo e promogdo de tumores ao estudarem,
experimentalmente, tumores em pele de camundongos. Naquela época
sugeriu-se a idéia de interacdo de um agente carcinogénico como
iniciador e uma substancia promotora ndo carcinogénica. Os exemplos
utilizados se referiam ao DMBA e 6leo de croton, respectivamente.

Atualmente, aqueles conceitos ainda sdo validos.
Algumas novas descobertas se somaram aos dados iniciais. Assim, a
luz do conhecimento moderno, a carcinogénese completa requer

etapas seqlienciais e dinamicas para o desenvolvimento de tumores.

" BERENBLUM, [; SHUBIK, P. A new qualitative approach to the study of the stages of
chemical carcinogenesis in the mouse’s skin. Br J Cancer, p.383-91, 1947.



Os conceitos de iniciagdo, promog¢do, progressdo € manifestagdao
constituem o0s eventos que marcam as transformagdes celulares
(RODRIGUES & CAMARGO?, 1999).

O contato das células com um agente carcinogénico
ndo leva a imediata subversdo celular e tecidual. A primeira etapa,
conhecida pelo termo iniciacdo, se traduz pela alteragdo definitiva do
material genético celular (DNA). O carcindgeno pode modificar ou até
destruir genes, mas a populacdo celular se mantém inalterada. Um
agente promotor carcinogénico ou nao, induz a divisdo celular no
tecido iniciado. O fendmeno de progressio amplia o contingente
celular por perda de controle multiplicativo, estabelecendo a
manifestacdo do fendtipo maligno (FRANKS'?, 1990).

A ativagdo dos HPA ocorre pelo sistema enzimatico do
citocromo P-450, do compartimento microssdmico hepdatico, por meio
do receptor aril hidrocarboneto. Este receptor ¢ responsavel por
mediar os efeitos toxicos, teratogénicos e oncogénicos dos HPA,
sendo a primeira etapa do metabolismo destas substancias
(RODRIGUES & CAMARGO™, 1999; IDE et al.”®, 2004).

A acdo do sistema P-450 sobre o DMBA,
sucintamente, ¢ marcada pela oxidacdo deste carcindgeno em 3,4-
epoxido. Uma hidrolise se segue, formando a substancia 3,4-diol. O
sistema P-450 novamente ¢ acionado e por oxidacao forma o 3,4-diol-
1,2-epoxido. As enzimas que participam destes eventos sdo a
CYPIAI e a CYPIBI, sendo esta ultima, de intensa expressdao em

carcinogénese de pele e de glandulas salivares de camundongos. O



3,4-diol-1,2-epdxido tem a capacidade de interagir com o DNA
causando mutacdes (IDE et al.'’, 2004).

Faz-se mister estabelecer o conceito de mutacao. Por
meio do fendmeno de tautomerismo, as unidades elementares do
DNA, denominadas bases nitrogenadas, podem sofrer permuta interna
de radicais ou troca de ligacdes quimicas modificando suas
propriedades e forma original. Todavia, este acontecimento ndo ¢
responsavel por alteragcdes na fita de DNA uma vez que, em perfeito
funcionamento, a duplicacdo do material genético se utiliza
preferencialmente das bases originais. Se, por acaso, as formas
tautoméricas forem utilizadas, a alteragdo pode ser aceita e até trazer
vantagens seletivas entre individuos de mesma espécie. Entretanto,
alteracdes de pH ou agentes quimicos podem resultar em pareamento
incorreto de bases, refletindo em erros na transcricio do DNA ou
RNA. Outro dano mutagénico importante ¢ a acdo de agentes
exdgenos, como substincias quimicas organicas ou inorganicas €
irradiacdo por raios-X. Nas intera¢des entre estes agentes e o DNA ha
uma reacao hidrolitica entre a agua e 0 DNA ou clivagem do esqueleto
de DNA, culminando em agressdes permanentes as informacoes
genéticas (GRIFFIN'®, 1990).

Os genes responsaveis pela manifestacdo de neoplasias
sao denominados oncogenes. A familia de genes ras ¢ reconhecida em
muitas neoplasias (H-ras, K-ras e N-ras). Conforme Rodrigues &
Camargo®* (1999), o nome ras vem de rat sarcoma. Os oncogenes,
antes de se tornarem ativados sdo conhecidos como proto-oncogenes.

Em carcinogénese quimica participam tanto os oncogenes como 0s



genes supressores de tumor p53 e Rb (retinoblastoma) (STANLEY?,
1995).

Os mecanismos  genéticos em  carcinogénese
experimental de glandulas salivares ndo foram completamente
elucidados (STANLEY?, 1995; BALMAIN & HARRIS?, 2000; IDE
et al.'®, 2002). Em se tratando de neoplasias induzidas em pele, mama,
pulmado, figado, bexiga e cdlon de camundongos, a familia de
oncogenes ras encontra-se sempre envolvida (STANLEY?, 1995;
BALMAIN & HARRIS? 2000). As alteragdes em pele de
camundongos apds exposicdo ao DMBA causam mutagdo no cdédon
61 alterando o gene H-ras (STANLEY”, 1995; BALMAIN &
HARRIS?, 2000; IDE et al.'®, 2003).

Em neoplasias de camundongos, conforme apontam
Balmain & Harris” (2000), pode-se esperar recombina¢des mitdticas e
perda de heterozigose e mutacao no gene p53, Rb e delegdao de pl6
homozigoto. O mesmo mecanismo ¢ comparavel ao da espécie
humana.

O gene p53 desempenha papel crucial no controle do
cancer. Mutagdes neste gene apontam para um progndstico ruim em
pacientes com tumores glandulares (IDE et al.'®, 2002). Segundo
Stanley” (1995), o gene p53 tem a capacidade de parar a divisdo
celular e promover uma verificacdo do DNA. Em algumas doengas
como a sindrome de Li-Fraumeni, h4 a mutacdo de um alelo do gene
p53. Os pacientes com esta enfermidade podem apresentar tumores
mamarios, carcinomas adrenocorticais, sarcomas € osteossarcomas,

tumores de sistema nervoso € leucemia.



Ide et al.'®

(2002), desenvolveram uma pesquisa com
camundongos apresentando certas caracteristicas particulares. Os
animais foram geneticamente alterados para apresentar deficiéncia em
genes p53. Um grupo era constituido de dois alelos sem expressao de
gene p53. Outro grupo apresentava somente um gene ativo. Um
terceiro grupo, formado de cepas selvagens, apresentava expressao
genética de p53 de maneira dominante. Os animais dos trés grupos
receberam uma injecao intra-glandular de Img de DMBA. Os achados
desta pesquisa revelaram a presenca de neoplasias em 100% dos
camundongos que apresentavam total falta de expressao do gene p53.
Sob expressao parcial deste gene, 70% dos animais revelaram tumores
glandulares. Os animais com genética dominante foram acometidos de
neoplasmas somente em 10% dos casos.

Para Balmain & Harris® (2000), apesar das diferencas
Obvias entre humanos e roedores, com raras excegdes, as neoplasias e
seu desenvolvimento em diversas regides mostram interessante
similaridade histologica. Estes autores conferem aos camundongos um
bom exemplo animal para estudo. A rapidez na formag¢do de tumores
nesses animais parece estar associada a ocorréncia maior de falhas no
reparo do DNA apos uso de carcindgenos. Além do mais, células
tumorais de camundongos parecem se imortalizar mais facilmente. As
c¢lulas humanas, apos alguns ciclos mitoticos, chegam a senescéncia e
morrem. Este evento se processa principalmente por inabilidade da
enzima telomerase em manter a integridade cromossdmica durante

varias divisoes.



2.2 Carcinogénese quimica

A carcinogénese quimica, segundo apreciagdes
retrospectivas de dados epidemioldgicos historicos, parece remontar o
século XVI. As evidéncias de envolvimento do meio ambiente e de
produtos industriais em carcinogénese foram primeiramente
observadas em seres humanos. Dos primeiros indicios destas
associagoes citam-se as descrigoes de Paracelsus e Agricola que
pesquisaram a doenga pulmonar em mineiros da regido de Schneeberg
e Joachimstal, na Europa. Somente trezentos anos apoOs estas
observagodes ¢ que o diagnostico de neoplasia pulmonar foi sugerido
acreditando-se na presencga de uranio e seu subproduto, o radonio, nas
minas de cobalto e prata daqueles lugares (WEISBURGER?®, 1994).

Em 1775, Percival Pott, observando o alto indice de
cancer de pele de escroto de limpadores de chaminé apontou para a
inter-relagdo entre o contato crénico com o alcatrdo e a ocorréncia de
neoplasias (WIGLEY>®, 1990)

Rodrigues & Camargo® (1999) asseveram que entre
70% a 80% dos tumores humanos se relacionam com fatores
ambientais, reforcando os apontamentos de Wigley’® (1990) e
Weisburger™ (1994).

Uma vez que a espécie humana, no mundo moderno,
entra em contato inevitdvel com uma infinidade de substincias
quimicas, testes com produtos quimicos se fazem necessarios. A
indu¢do de tumores pelo uso de substancias oncogénicas ¢

considerada uma ferramenta experimental essencial para o estudo da



carcinogénese e, também, para testes de drogas e processos industriais
direcionados & alimentacdo (FRANKS', 1990; FASSONI et al.'’,
1993).

Os estudos controlados com cobaias, utilizando
carcindgenos, tém como grupo de maior uso os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. O DMBA, entre outros, pertence a este grupo.
Segundo os apontamentos de Odukoya & Shklar® (1984), o uso de
carcinogénese quimica deve, necessariamente, utilizar duas
substancias. Uma delas deve ser carcinogénica e, portanto, iniciadora
e a outra, promotora. Estes autores nao consideram o uso do
carcinogeno DMBA como substancia capaz de responder pelas etapas
de iniciagdo e promogdo. Entretanto, Fassoni et al.'' (1993) asseveram
ser o DMBA um carcinégeno completo, respondendo pelas etapas de
iniciagdo, promogao e progressdo, em oncogénese de mucosa bucal de

hamsters.

2.3 Hidrocarbonetos policiclicos ar omaticos

A revolugdo industrial proporcionou significativas
mudancas no modo de vida das pessoas daquela época. Todavia,
muitas atividades profissionais trouxeram riscos ocupacionais por
contato com substancias quimicas de potencial oncogénico. O uso do
alcatrdo e de Oleos lubrificantes levou ao reconhecimento de

carcinogenos denominados hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

(WOOLF™, 1998).



Conforme Woolf® (1998), somente em 1915 se
relacionou o alcatrdo ao tumor de pele em pesquisa experimental.
Todavia Skhlar®’ (1970) afirmou ter ocorrido em 1918, por meio das
experiéncias de Yamagiwa e Ichikawa, a inducao de tumores de pele
com uso de alcatrao.

Woolf*® (1998) comenta que apds estas pesquisas
descobriu-se o 1,2 — benzantraceno por meio da destilagdo incompleta
do alcatrdo. Esta substidncia provou ser um carcindégeno fraco.
Somente apos 1930, Sir Ernest Kennaway e colaboradores isolaram o
3,4 — benzopireno, potente carcindgeno. Este composto esta presente
no cigarro ¢ na fumaca exaurida de motores a gasolina. Pertencem ao
grupo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos o 7,12 —
dimetilbenzantraceno, o 3,4—benzopireno, o 1,2,5,6 — dibenzantraceno
e 0 3 — metilcolantreno. Fassoni et al.'' (1993) somam a este grupo o
4-quinolina 1-6xido (4NQO).

Conforme cita El-Mofty8 (1977), Shafer, em 1962,
utilizou vérios carcinégenos policiclicos aromaticos, sob forma de
implantes, em glandulas salivares de ratos. Suas conclusdes o levaram
a considerar o DMBA como o mais potente carcindgeno utilizado.

Sumitomo et al.”’ (1996) consideraram 0 DMBA como
0 mais potente carcindgeno, atuando tanto como iniciador quanto
cOmo promotor.

Para Ogawa et al” (2000), tratando-se de
tumorigénese induzida de glandulas salivares, o DMBA ¢ o melhor
agente carcindgeno. Isto ocorre, pois ele ¢ um potente indutor de

lesdes em curto espago de tempo.



O DMBA ¢ considerado por IDE et al."” (2004) o
carcinégeno mais bem estudado e utilizado em carcinogénese

experimental.

2.4 Modelos animais para carcinogénese quimica em glandulas

salivares

O modelo experimental de tumor em pele de
camundongos ¢ tido como paradigma de carcinogénese, servindo ao
estudo de promogao e progressao neopléasica. Outros animais, ou suas
cepas, sao necessarios quando a intengao ¢ o estudo de oncogénese em
orgdos especificos. O camundongo cepa A se apresenta como
principal modelo para neoplasias pulmonares por meio do uso dos
HPA. Os ratos figuram como outro exemplo para a realizacdo de
carcinogénese em rins, bexiga, pancreas, estOmago, intestino
(ENZMANN et al.'’, 1998).

Experimentalmente, o desenvolvimento de céancer
bucal e maxilofacial se presta ao estudo dos mecanismos que
envolvem o desenvolvimento de tumores em humanos. Existem
metodologias direcionadas aos tumores de labio, lingua, cavidade
bucal e nasal. Os animais mais utilizados sdo os hamsters Sirios
dourados. As lesdes tumorais em glandulas salivares requerem o uso
de ratos (ENZMANN et al.'’, 1998).

Os ratos foram objeto de estudo de Cataldo et al.’
(1964), na inten¢do de padronizacdo de uma metodologia de implante

de DMBA na forma de pellets.



Chaudhry et al.” (1966) escrutaram as diferencas entre
carcinogénese quimica em glandulas salivares de hamsters e de ratos.
Seu experimento contou com uso de DMBA associado a
propilenoglicol na forma de pellets de Imm’. A concentragio de
DMBA utilizada para todos os animais foi de 0,2; 0,4 ¢ 0,8mg, ou
seja, 5%, 10% e 20%. Os autores concluiram que hamsters somente
desenvolvem sarcomas. Os ratos apresentaram mais carcinomas em
relagdo a ocasionais sarcomas, perfazendo a propor¢ao de 2,5:1.
Quanto maior a concentragdo de carcindgeno, maior a incidéncia de
neoplasias, sendo carcinomas em ratos e sarcomas em hamsters. Outra
conclusdo importante estava relacionada a falta de dados no que
concerne ao mesmo experimento por meio de injecao direta de DMBA
nas glandulas.

Em 1969, Schmutz & Chaudhry® desenvolveram
estudo no qual injetaram DMBA em solu¢do vaselinada, em glandulas
submandibulares de ratos. Sob concentracdes de 1% e volume
variando de 0,025ml a 0,05ml, 38% a 45% dos animais pesquisados,
em varios grupos, desenvolveram carcinomas. Um animal recebeu
1,5% em 0,05 ml, desenvolvendo fibrossarcoma bem diferenciado.
Todavia, o uso de 0,05ml de solucdo de DMBA a 2% produziu
tumores em 100% dos animais. Dois ratos apresentaram carcinomas
concomitantes a fibrossarcomas. Metastases nao foram observadas.

Pesquisas realizadas por Turbiner & Shklar’* (1969)
utilizando pellets puros de DMBA, em trés espécies distintas de ratos,
ndo revelaram alteragdes significativas entre elas. Os autores

utilizaram ratos Sprague-Dawley, Long-Evans e Wistar e ao final de



13 semanas de estudos todos os ratos apresentaram somente
carcinomas.

Segundo Wigley & Carbonell’” (1976), pode-se utilizar
DMBA sob forma de emulsio. Ao DMBA deve ser adicionada
acetona. A emulsdo ¢ preparada com KY gel, solavel em agua. Os
animais utilizados para esta metodologia sio camundongos. Estes
podem receber 0,05 ml (2mg) de emulsdo, por via per cutanea, até as
glandulas salivares.

Conforme verificou El-Mofty’ (1978), o estudo de
carcinogénese experimental em glandulas submandibulares tornou-se
uma metodologia sedimentada para a pesquisa de tumores
glandulares. A fim de estudar a tumorigénese em outros parénquimas
glandulares, este autor preconizou a implantagdo de pellets de DMBA
em glandula pardtida de ratos Fisher. Os passos cirlirgicos seguiram
os apontamentos de Cataldo et al.’ (1964), a ndo ser pela incisdo
cervical que foi desenhada de forma semilunar, ao invés de retilinea
mediana. Os ratos receberam implantes de DMBA a 5%. Durante
vinte semanas, este pesquisador obteve cada vez menos tumores a
partir da décima semana, conforme se processavam os sacrificios.
Suas conclusdes sugeriram uma regressdo espontdnea tumoral
possivelmente associada a glandula parétida. Todos os tumores
obtidos foram carcinomas de células escamosas.

Takai et al.’!

(1984) conduziram pesquisa com inje¢ao
de 0,02mg de DMBA em o6leo de oliva, nas glandulas
submandibulares de camundongos submetidos a crioterapia e

laqueadura de artéria e ducto glandular. Os autores diagnosticaram



carcinomas € sarcomas em combinacdo ou isoladamente. Também
encontraram fibrossarcomas € um caso, até entdo nao relatado na
literatura, de adenoma pleomorfico com transformagao maligna.

Hindy et al."”

(1995), desenvolveram um levantamento
historico das metodologias de utilizagdo de DMBA. Conforme suas
verificagdes, os animais passiveis de pesquisas experimentais foram
os coelhos, os ratos, os hamsters e os camundongos. A glandula
submandibular foi tida como objeto de estudo devido as suas
proporgdes e facil localizagdo. O DMBA foi associado a algumas
substancias (acetona, vaselina, uma mistura de acetona a 10% em
agua destilada e geléia KY). As variadas concentragdes foram
injetadas, com ou sem exposi¢cdo cirurgica. Para estes autores as
solucdes utilizadas podem conter desde 0,05ml/0,1% (0,05mg) até
0,05ml/4,0% (2mg) de DMBA. Contudo, as suas pesquisas foram
desenvolvidas com pellets de 1g de DMBA implantados em
submandibulares de camundongos DDY, apos acesso cirurgico. Seus
resultados apontaram para a ocorréncia de carcinomas epidermoides e
somente dois casos de neoplasias semelhantes ao adenoma
pleomorfico.

Sumitomo et al.*°

(1996) afirmaram que as pesquisas
com carcinogénese em glandulas salivares animais sdo capazes de
induzir neoplasias em 55 a 80% dos casos. Os tumores mais comuns
sdo carcinomas e fibrossarcomas. Os métodos de indug¢ao podem ser
realizados por injecdo de DMBA em solugcdo oleosa ou por

implantacdo de pellets ou esponja contendo DMBA. Segundo estes

autores, a desvantagem da injecdo de carcindgeno se da pela



dificuldade em localizar o exato local de colocagdao da droga no estudo
histopatoldgico. Contudo, a vantagem ¢ a facil utilizacdo da
metodologia. Em relagdo as células responsivas ao carcindgeno, foi
evidenciado a marcacdo de PCNA em estruturas ductais e cisticas
neoformadas. Fato que, conforme estes pesquisadores, raramente
ocorre em parénquimas glandulares normais.

As pesquisas de Zaman et al.*’ (1996) revelaram um
fato interessante. Utilizando ratos e ratas Wistar, foi aplicado, por
exposicao direta das glandulas submandibulares, 0,05 ml de DMBA a
1% em acetona, duas vezes por semana. Todos os animais
desenvolveram neoplasias. Estes autores descreveram a inducgdo de
adenocarcinomas em 100% das ratas que receberam inje¢des de
DMBA, estando estas lesoes associadas a fibrossarcomas, em 50%
dos casos. Os ratos, todavia, desenvolveram fibrossarcomas. Somente
um caso de carcinoma foi verificado. Estes autores concluiram que a
diferenca de géneros contribui para a ocorréncia de respostas
diferentes entre animais.

O uso de DMBA dissolvido em acetona, conforme os
apontamentos de Tsujimoto et al.”> (1999), em uma Gnica injecdo de
50ul (Img) de solugdo de DMBA a 1%, em camundongos ICR, foi
suficiente para que os animais apresentassem carcinomas. Suas
pesquisas imunoistoquimicas, para descobrir o papel do fator de
crescimento epidérmico (EGF), na tumorigénese de carcinomas,
contudo, nao lograram resultado.

Os apontamentos de Ogawa et al.” (2000),

determinaram que uma Unica aplicacao de 1% DMBA, dissolvido em



acetona, em ratos, s6 € capaz de produzir carcinomas e sarcomas.
Contudo, uma segunda injecdo, apds dois meses da primeira, ¢
suficiente para ocorrerem adenocarcinomas.

Na tentativa de descobrir fatores enddgenos que
promovam a inducgio de tumores experimentais, Yura et al.” (2001)
pesquisaram a carcinogénese por injecdo de DMBA em camundongos
ICR e marcagdo imunoistoquimica para fator de crescimento
fibroblastico (FGF) e para EGF. Eles concluiram que o EGF nao
desempenha qualquer papel na carcinogénese em comparacao ao FGF
que demonstrou marca¢do nas primeiras fases da histéria natural dos

carcinomas.

2.5 Carcinogénese experimental em glandulas salivares animais

Os estudos primordiais de tumorigénese em glandulas
salivares ocorreram em 1910, com Lowenstein. Entretanto, somente
ap6s a utilizacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos as
pesquisas se tornaram efetivas (STANDISH, 1957; CATALDO et
al’, 1964; SHKLARY, 1970).

Conforme verificou El-Mofty® (1977), Benecks e
Schroder produziram neoplasias malignas em ratos, em 1939, com uso
de benzopireno. Em 1942, Steiner obteve sucesso em induzir
carcinomas epidermdides e adenocarcinomas. Ele fez uso de implantes
de carcinégeno quimico denominados pellets, em glandulas
submandibulares de ratos, camundongos, hamsters e coelhos.

(STANDISH?, 1957; CATALDO et al.’, 1964; SHKLAR?’, 1970).



Estudos realizados por outros autores, apds o0s
apontamentos de Steiner, revelaram resultados por vezes muito
diferentes. Concluiu-se que variados carcindgenos, aplicados sob
metodologias diferentes em animais também diferentes resultavam em
achados neoplasicos distintos, devido as ineréncias dos animais
(STANDISH?®, 1957; CHAUDHRY et al.’, 1966; TURBINER &
SHKLAR™, 1969; SHKLAR*', 1970; TAKEUCHI et al.”, 1975; EL-
MOFTY?, 1977).

Segundo Standish®® (1957), Steiner acreditou que a
origem das neoplasias glandulares, induzidas quimicamente por ele,
ocorrera por metaplasia acinar e ductal. Em 1950, Bauer ¢ Byrne
apontaram para uma histogénese ligada as células ductais intercalares
e mioepiteliais. Gross, em 1953, afirmou acreditar em uma origem
neoplésica a partir de células mioepiteliais sem, contudo, apresentar
detalhes histopatologicos de seus experimentos.

Uma vez que Standish® (1957) ndo se mostrava
satisfeito com as pesquisas conduzidas até sua €poca, por falta de
referéncias histogenéticas nos artigos sobre carcinogénese em
glandulas, este autor iniciou um estudo focado nas transformacoes
histoldgicas dos tecidos até o aparecimento de tumores. Assim sendo,
ele descreveu detalhadamente as fases de formagao de neoplasias apos
a implantacdo de pellets de metilcolantreno ¢ DMBA associados a
parafina. Conforme descreveu este autor, as superficies ventrais
cervicais de ratos foram incisadas para a colocacdo dos implantes nas
glandulas submandibulares unilateralmente. As alteracdes histologicas

iniciais apontaram para uma resposta de células gigantes



multinucleadas ao redor do pellet. O DMBA pareceu suscitar uma
reacdo conjuntiva mais marcante, com intensa atividade fibroblastica e
abscessos. Alguns animais chegaram a apresentar fibrossarcomas. As
alteragdes parenquimatosas iniciais foram exiguas. Contudo, este
autor revelou aspectos de proliferacao ductal, seguidos de metaplasia
escamosa, formagdo de cistos epidermdides ceratinizados e carcinoma
epidermoide. As conclusdes deste trabalho indicaram que as
neoplasias se originaram dos ductos estriados e, ainda, que o
metilcolantreno € um carcindégeno lento, ao passo que o DMBA se
mostrou de agdo rapida.

O modelo de carcinogénese quimica fazendo-se uso de
pellets de DMBA também foi utilizado por Cataldo et al.’ (1964).
Estes autores apresentaram dados que complementam as pesquisas de
Standish®® (1957). Para eles a incisdo cervical anterior deve ser
realizada obtendo-se aproximadamente 3,0 cm. A glindula
submandibular apos exposi¢do deve receber um implante de Smg de
DMBA em po.

Conforme verificaram Cataldo et al.” (1964), apds uma
semana, as incisdes e leitos cirargicos dos ratos que receberam
implantes de DMBA em seus estudos apresentaram-se fechados.
Pequenas massas foram verificadas interessando as glandulas
operadas. Somente apoOs trés meses as massas foram identificaveis,
aumentando volumetricamente as regioes glandulares. As pecas
excisionadas revelaram, apds hemissec¢do, glandulas com lesdes

soOlidas e lesOes cisticas.



A historia natural dos tumores induzidos por DMBA
em pellets, conforme Cataldo et al.’ (1964) pode ser verificada por
meio de etapas bem demarcadas histologicamente. Estes autores
dividiram os eventos da carcinogénese nomeando suas fases.
Inicialmente, se apresentou uma fase degenerativa na qual ocorreu
necrose por coagulagdo das células ao redor do pellet e intensa reacao
inflamatdria. Também ocorreu apagamento dos elementos acinares e
persisténcia dos ductos. O implante do carcindégeno foi circundado por
necrose tecidual reparada a posteriori por tecido conjuntivo. Estas
manifestagcdes histopatologicas foram esperadas nas primeiras quatro
semanas de pesquisa.

A fase seguinte, denominada fase proliferativa por
Cataldo et al.’ (1964), consistiu em proliferagio de epitélio ductal,
formacgdao de cavidades cisticas e achados histologicos de displasias
epiteliais, principalmente de ductos estriados. A presenca de grande
estroma hialinizado conteve elementos carcinomatosos, delineando a
imagem negativa do pellet. O reconhecimento de metaplasia escamosa
das paredes cisticas, aposicdo de camadas de células epiteliais e
profusdo na producdo de ceratina evidenciou a terceira fase,
denominada fase metaplasica.

A etapa final, denominada fase neoplasica maligna,
revelou a presenca de carcinomas epidermoides caracterizados por
células grandes e bizarras, hipercromaticas e com perda de polaridade
e coesdo. Os tumores epiteliais encontrados foram carcinomas
epidermoides e adenocarcinomas. Em seus achados somente um caso

de sarcoma foi diagnosticado, apresentando-se muito pleomorfico e



invasivo. Contudo, sua historia natural nao foi elucidada (CATALDO
et al.’, 1964).

Os estudos de Turbiner & Shklar’* (1969) e Shklar®’
(1970) confirmaram a ocorréncia de certos eventos na carcinogénese
induzida por implantes de DMBA. Para estes autores, a tumorigénese
por DMBA em glandulas salivares se apresentou como um modelo
experimental bem documentado, verificando-se as fases histologicas
reportadas por Cataldo et al.” (1964).

Em 1975, Takeuchi et al.** desenvolveram um estudo
com varios carcindgenos injetados em ductos de glandulas salivares
submandibulares de ratos machos da espécie Donryu. Eles foram
capazes de estudar, com o uso de DMBA, as metaplasias escamosas
em glandulas salivares submandibulares de ratos até a ocorréncia de
carcinomas apos trés a quatro meses de pesquisa. Apos sete a oito
meses, 0s sarcomas se mostraram bem evidentes. Outros carcindgenos
como o metilcolantreno ¢ o 4NQO, formaram lesdes linfoepiteliais
apos trés meses. Lesdes compativeis com adenoma pleomorfico
ocorreram entre o quarto € o quinto més. Em estagios mais avangados
foram observados carcinomas e fibrossarcomas. Exiguas alteracoes
histopatologicas foram verificadas com o uso de substincias nao
pertencentes ao grupo dos HPA.

Foi idealizada por Wigley & Carbonell®” (1976),
pesquisa com indugdo de neoplasias por DMBA, por meio de injecao
per cutanea, em glandulas salivares submandibulares de
camundongos. Estes autores observaram a ocorréncia de carcinomas e

fibrossarcomas. Contudo, estes achados foram interpretados como



tumores independentes. Para estes autores as células responsivas ao
carcindgeno foram as células ductais.

O achado de autores classicos, no que tange a
carcinogénese de glandulas salivares animais, se revelou muito bem
documentado em relacdo aos eventos histologicos da historia natural
das neoplasias em ratos, conforme El-Mofty® (1977). Entretanto, para
ele, o conhecimento das alteracdes celulares e histoquimicas desde os
primordios das lesdes até as manifestagdes de carcinomas ainda
necessitava de pesquisas. Assim sendo, este estudioso iniciou um
experimento utilizando DMBA a 5%, na forma de pellet, em glandulas
submandibulares de ratos Fisher. Os animais foram sacrificados a cada
quatro semanas, perfazendo 20 semanas. Seus resultados apontaram
para a presenca de glicoproteinas neutras e mucopolissacarideos nas
primeiras quatro semanas de pesquisa, sugerindo material de origem
intracelular acinar e ductal, liberado apds destrui¢ao destes. A partir
da décima semana, todos os seus animais foram diagnosticados como
portadores de carcinomas de células escamosas bem diferenciados.
Pelo acompanhamento histoquimico das lesdes, as conclusdes deste
trabalho apontaram para uma metaplasia de células acinares e ductais
convergindo para a formagao de carcinomas.

Takai et al.’' (1984), em estudo com camundongos,
referendaram que as figuras de sarcomas e carcinomas associadas
devem receber a designacdo de “tumores de colisdo”. Também,
segundo estes autores, a histogénese de tumores glandulares de
roedores deve ser considerada como tendo origem ductal. Seus

argumentos sdo baseados no fato de que células ductais, formando



tubulos contorcidos granulares compreendem mais de cinqlienta por
cento das glandulas submandibulares.

No ano de 1995, Hindy et al.'’. intencionados em
estudar o modelo de carcinogénese por DMBA em glandulas
submandibulares de camundongos, ndo obtiveram sucesso em
produzir sarcomas e adenocarcinomas, conforme sua revisdo de
literatura. Entretanto, além dos casos de carcinoma, diagnosticaram
dois casos de lesdes semelhantes a adenoma pleomorfico. Para estes
autores, 0 DMBA parece ser um carcinégeno muito potente, causando
grande e drastica alteracdo nas células, sendo necessaria a descoberta
de uma substancia de efeitos mais brandos.

Sumitomo et al.’’ (1996) aludiram o fato de que as
glandulas salivares de ratos e camundongos apresentam uma
histomorfologia singular, também apontada por Takai et al. >' (1984).
As estruturas ductais sdo compostas por unidades secretoras e
condutoras denominadas tibulos contorcidos granulares. Estas
estruturas ndo sdo encontradas nos humanos e parecem ser as células
parenquimatosas que respondem aos carcinogenos. Por meio de
avaliagdes histoquimicas e imunoistoquimicas, a historia natural de
tumores induzidos por DMBA em ratos foi estudada. Assim, a
histopatologia dos casos revelou uma fase de necrose e degeneragao,
seguida por metaplasia epitelial e formagao de cistos e pseudo-ductos
e, finalmente, a ocorréncia de carcinoma de células escamosas. Apos
imunoistoquimica, estes autores apontaram a por¢do ductal das
glandulas como responsaveis por todas as etapas estudadas

histoquimicamente.



Segundo Enzmann et al."

(1998), em carcinogénese
quimica por DMBA em glandulas salivares, as displasias ocorrem
apos oito semanas da introdu¢do do pellet. Apdés dez semanas os
primeiros tumores se mostram evidentes. Estes autores sugerem que
este modelo experimental ndo preenche os requisitos da defini¢do de
iniciagdo uma vez que o carcindgeno, segundo eles, ¢ utilizado em
doses subcarcinogénicas.

Os experimentos de Tsujimoto et al.’®> (1999), com
indu¢do de tumores em glandulas salivares de camundongos
apontaram para os seguintes eventos histopatoldgicos: a) inicialmente
ocorreu atrofia do 4cinos e dos tubulos contorcidos granulares;
infiltracdo linfocitica e fibrose; b) formacdo de pseudo-ductos e
estruturas cisticas com metaplasia e c) associagdo de carcinomas as
estruturas epiteliais.

Em 2002, Ide et al.'® foram capazes de produzir quatro
tipos de lesdes em glandulas salivares de camundongos:
fibrossarcomas, rabdomiossarcomas, carcinomas de células escamosas
e carcinossarcomas. O carcindgeno DMBA, na quantidade de 1g, foi
injetado em glandulas submandibulares daqueles animais. Esta
pesquisa foi realizada com animais alterados geneticamente para

expressar pobremente ou ndo expressar gene p53.



26 Respostas do hospedeiro as neoplasias induzidas

gquimicamente

O efeito de mudangas sistémicas pode alterar o decurso
da inducdo de lesdes por DMBA. Shklar’’ (1970), afirmou que o uso
de cortisona intravenosa em animais sob carcinogénese de glandulas
salivares diminuiu o tempo de crescimento das lesdes, tornando-as
mais exuberantes e invasivas. Ainda segundo este autor, o estresse
também pode diminuir o tempo de progressao de neoplasias. Ogawa et
al.> (2000), atestam congruentemente no que tange ao menor decurso
de neoplasias com uso de cortisona.

O crescimento de tumores, apoés uso de DMBA em
glandulas salivares de ratos, para Ciapparelli et al.’ (1972), parece
estar intimamente relacionado a presenca do oligoelemento zinco na
alimentagdo. Estes autores verificaram que ratos sendo privados de
zinco apresentaram carcinomas mais rapidamente e maiores do que os
animais que ingeriram até 250ppm na agua. Estes ultimos, em alguns
casos, ndao revelaram presenga de neoplasias. Outros foram
acometidos de carcinomas acompanhados de grande resposta
inflamatoria e aumento volumétrico de nodulos linfaticos.

Conforme aludem Tsujimoto et al.”

(1999), os tumores
experimentais t€m sua evolugdo retardada pelo uso de isoproterenol.
Entretanto, testosterona acelera o processo de inducao de tumores. Os
mecanismos de retardo e aceleracio ndo foram inteiramente

discutidos.



2.7 Neoplasias de glandulas salivar es em humanos

O quadro nosoldgico tumoral humano ¢ formado por
muitas neoplasias. Na inten¢do de situar o assunto discorrido a seguir,
somente as lesdes malignas, de interesse para a pesquisa em questao,
serdo referidas. Pretendeu-se esbogar generalidades destes tumores em
humanos uma vez que sua ocorréncia em carcinogénese experimental
¢ muito esperada.

Conforme atestam Ogawa et al.” (2000), alguns
tumores comuns em carcinogénese animal, como carcinomas de

células escamosas e sarcomas, sdo raros em humanos.

2.7.1 Carcinoma de células escamosas

Em patologia humana, o carcinoma primario de células
escamosas ¢ encontrado em menos de 1% dos tumores de glandulas
salivares (DARDICK’, 1996; LEWIS & OLSEN*', 2005; SHAPIRO
& BHATTACHARYYA?, 2006). A histopatologia dos carcinomas
epidermédides ndo difere daquela de outras regides topograficas em
cabega e pescoco. Sao reconhecidas figuras de ceratinizacdo e pontes
intercelulares nas massas epidermoides. Ocasionalmente metaplasia e
displasia escamosa podem ser reconhecidas em ductos salivares. A
invasdo do tumor em direcao ao parénquima glandular ¢ acompanhada
de resposta fibrosa ou desmopléasica do estroma (DARDICK’, 1996;
LEWIS & OLSEN?', 2005).



Segundo Dardick’ (1996), o diagnéstico de carcinoma
primario de células escamosas pode ser confundido pela presenca de
carcinoma mucoepidermdide indiferenciado, devendo ser pesquisada
evidéncias de mucina intra-citoplasmatica. Deve-se descartar,
também, a ocorréncia de metastase e invasdo de lesdes maxilofaciais

nao glandulares.

2.7.2 Sarcomas

A ocorréncia de tumores benignos mesenquimais, em
glandulas salivares humanas, ¢ mais comum que achados de sarcomas.
O acometimento de humanos por sarcomas de glandulas salivares ¢
raro. Somente 0,3% das neoplasias malignas ¢ sarcomatosa. Os
pacientes acometidos sdo pacientes idosos. Qualquer tipo de sarcoma
pode ocorrer nos sitios glandulares. Os casos publicados remetem aos
padrdes de hemangiopericitoma, schwannoma maligno, fibrossarcoma
e histiocitoma fibroso maligno. Todos extremamente invasivos,
agressivos, recorrentes e metastatizantes (GNEPPM, 2005).

Os lipossarcomas sd3o o0s sarcomas mais comuns em
adultos. Todavia, sdo raros em regido de cabeca e pescoco. A
ocorréncia de lipossarcomas pleomorficos ¢ ainda mais rara quando os
sitios estudados sdo as glandulas salivares. Nestas regides, o0s
rabdomiossarcomas e os histiocitomas fibrosos malignos respondem
por 40% dos sarcomas (CHANDAN et al.*, 2004).

Em estudo de pacientes pediatricos, Shapiro &

Bhattachayya (2006) reconheceram 7,8% de rabdomiossarcomas em



seus levantamentos. Para estes autores, estas neoplasias tém pior
progndstico em relacdo a tumores epiteliais glandulares.

Segundo Kariya et al.* (2003), muitos casos outrora
diagnosticados como rabdomiossarcomas, miossarcomas,
lipossarcomas, fibrossarcomas e sarcomas indiferenciados em
glandula salivares devem ser classificados como histiocitomas
fibrosos malignos. Ainda, para estes autores, podemos subclassificar
os histiocitomas fibrosos malignos em: a) tipo pleomoérfico-enovelado;
b) tipo mixodide; c) tipo de células gigantes; d) tipo angiomatodide e e)

tipo inflamatorio.

2.7.3 Carcinossarcomas

As primeiras observacdes de existéncia de tumores
mistos malignos parecem remontar ao ano de 1967, no qual King
chamou aten¢do para a neoplasia carcinossarcoma (ALVAREZ-
CANAS & RODILLA', 1996).

O carcinossarcoma ¢ uma neoplasia maligna
extremamente rara em patologia maxilofacial humana. Para Alvarez-
Cafias & Rodilla' (1996), os carcinossarcomas perfazem somente
0,16% dos tumores malignos de glandulas salivares.

1.”° (1991), ao fazerem um levantamento dos

Gnepp et a
casos do Instituto de Patologia das Forcas Armadas Americanas
(AFIP), encontraram somente oito casos. Gnepp" (2005) afirmou

existir na literatura somente 50 a 60 casos descritos até 2005.



A historia natural deste tumor encontra associacao com
recorréncia de um adenoma pleomorfico ou malignizacao de adenoma
configurando um carcinossarcoma em adenoma pleomorfico
(GNEPP", 2005). Entretanto, Alvarez-Cafias & Rodilla' (1996)
referem ser o carcinossarcoma uma verdadeira neoplasia mista,
devendo ser diferenciado do carcinoma em adenoma pleomorfico.

Em sua maioria os carcinossarcomas sao bifasicos
sendo compostos por variagdes de elementos carcinomatosos e
sarcomatosos (GNEPP et al.'”, 1991; DARDICK’, 1996). O
componente sarcomatoso mais comum ¢ o condrossarcoma. Outras
diferenciacoes mesenquimais também reconhecidas sdo o
osteossarcoma, fibrossarcoma, leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma e
o angiossarcoma (DARDICK’, 1996). Os carcinomas podem
apresentar diferenciacdo ductal fraca ou ainda, podem ser
indiferenciados. De uma maneira geral os carcinossarcomas sdo muito
invasivos e destrutivos (GNEPP et al.'>, 1991; GNEPP", 2005).

Segundo Dardick’ (1996), alguns carcinossarcomas
podem ter sua origem associada a tumores de células gigantes.
Ocasionalmente, alguns carcinossarcomas podem revelar campos
histologicos focais de carcinoma epitelial-mioepitelial.

As figuras de anisocitose e anisocariose sao comuns €
acompanham os campos histoloégicos dos carcinossarcomas

(DARDICK’, 1996).



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a) implantar uma metodologia experimental de
carcinogénese quimica em glandulas salivares

submandibulares de ratos.

b) induzir a formagdo de neoplasias primdrias de

estruturas glandulares.

c¢) avaliar, do ponto de vista histologico, os achados
de nosso estudo e contrastd-los com as

descri¢Oes encontradas na literatura.



AMATERIAL EMETODO

Foram utilizados 28 ratos (Rattus norvegicus, var.
albinus, Wistar), com trés meses de idade e peso aproximado de 300g
cada. Os animais foram divididos em quatro grupos com sete
individuos. Todos os animais foram mantidos em gaiolas, sob
condi¢des ambientais apropriadas e alimentados com ragao comercial
¢ agua ad libitum (Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos — UNESP).

Os ratos foram tratados de acordo com os principios
¢ticos para pesquisas com animais, segundo o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo
José dos Campos — UNESP, segundo protocolo n° 038/2004-PA/CEP
de 08 de dezembro de 2004 (Anexo A).

O carcindégeno escolhido foi o 9,10-dimetil-1,2-
benzantraceno, DMBA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA). Uma
solucdo foi manipulada contendo 2% de DMBA e acetona como
veiculo. A solucao anestésica utilizada para os animais constou de
dois agentes: Rompum® (Bayer S.A, Brasil) associado a Dopalen
injetavel (Agribrands do Brasil LTDA), na propor¢ao de 1:0,5 ml, por
via intra-muscular (IM), na dose de 0,1ml/100g.

Todos os animais, operados no mesmo dia, receberam

injecdo de solugdo de DMBA nas glandulas submandibulares



esquerdas. Ao final da quinta, décima, décima quinta e vigésima
semanas, sete animais de cada grupo foram sacrificados.

Em todas as etapas cirurgicas utilizou-se de material de
protecdo individual devido a alta periculosidade da substancia
carcinogénica DMBA. Fez-se uso de 6culos, gorro, mascara, avental
cirurgico descartdvel e dois pares de luvas para cada operador,
tomando-se o cuidado de cola-las a vestimenta por meio de fita
adesiva crepe. Técnicos do biotério, que manipularam os animais

durante o experimento, também receberam cuidados de protecao.

4.1 Preparacao dos animais

Os animais, previamente divididos em quatro grupos,
foram anestesiados por meio de uma soluciao anestésica contendo um
relaxante muscular - cloridrato de 2 - (2,6 — xilidino) - 5,6 - dihidro-
4h — 1,3 — tiazina (Rompum®, Bayer S.A, Brasil) associado a um
anestésico geral dissociativo — cloridrato de cetamina (Dopalen
injetavel, Agribrands do Brasil LTDA) na propor¢ao de 1:0,5 ml, por
via intra-muscular, na dose de 0,1ml1/100g de peso.

Na intencdo de preservar o efeito anestésico e o
conforto aos animais optou-se por anestesiar e operar individualmente
cada grupo, porém no mesmo dia.

ApOs anestesia, os ratos foram submetidos a tricotomia
da regido cervical anterior. A anti-sepsia pré-operatoria dos ratos foi

conduzida com PVPI (Polivinil Pirrolidona Iodo 1% - Ind. Quimica



Rioquimica LTDA). Os animais de todos os grupos receberam uma
incisdo cervical, iniciando-se pela regido central a 0,5 cm da
mandibula. O término da diérese atingiu, de forma obliqua, a distancia
de 0,5 cm da cintura escapular esquerda. Assim sendo, o corte final
somou, em média, 3,0 cm em todos os animais. Expuseram-se, entao,
as estruturas cervicais superficiais esquerdas. O material utilizado para
tal procedimento constou de uma lamina de bisturi 24, montada em

cabo Bard-Parker n° 4 (Figura 1).

FIGURA 1 - Preparagdo do animal para a aplicacio do DMBA: a)
tricotomia; b) incisdo cervical,

Apo6s divulsdo, as glandulas submandibulares
esquerdas foram identificadas. Por meio de uma seringa de 1ml para
aplicacao de insulina, injetou-se 0,Iml de solucdo de DMBA a 2%
naquelas glandulas. O plano epitelial foi suturado com fio de seda

preta 3-0 em pontos isolados (Figura 2).



FIGURA 2 - Aplicagdo de solucdo de DMBA: a) inje¢ao de 0,1ml de
DMBA; b) sutura com fio de seda preta 3-@, em pontos
isolados.

Ao final da quinta, décima, décima quinta e vigésima
semanas os animais foram sacrificados utilizando-se doses letais da
solugdo anestésica/relaxante. Novas incisdes cervicais foram
realizadas na inten¢do de remover as glandulas salivares maiores do
pescoco. As glandulas submandibulares esquerdas foram identificadas
por meio de um ponto simples de sutura com fio de seda preta 3-0. As
pecas cirargicas foram acondicionadas em frascos de vidro, de boca
larga, contendo quantidade suficiente de solucdo de formaldeido

tamponado a 10%.

4.2 Andlise histol6gica

Apos a fixagcdo das pegas cirurgicas em solugdo de
formol a 10%, o material foi examinado macroscopicamente e,
posteriormente, incluido em parafina. Os cortes histoldgicos foram

padronizados para apresentar Sum de espessura. O processo



histoquimico utilizado foi coloragdo pelo método da Hematoxilina e
Eosina (H/E).
A leitura das amostras foi realizada em microscopia de
luz convencional (Axiophot - Carl Zeiss, Oberkdchen, Germany).
Todo o material obtido foi analisado de maneira
qualitativa, procurando-se observar seus aspectos histomorfologicos

mais significantes.

4.3 Documentacao fotogr afica

Todas as etapas da pesquisa, incluindo os periodos pré-
sacrificio dos animais, as pegas anatdmicas € os cortes histologicos,
foram documentados e fotografados com camera digital CCD Sony
DSC-S85 Cybershot, com 4.1 megapixels (Sony Inc., Japan).

A partir desse material, foram selecionadas as
fotografias e as fotomicrografias mais representativas para confec¢ado

do material 1lustrativo.



S RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos

Os animais apresentaram boa recuperagdo do
procedimento cirargico no qual se injetou solug¢do de DMBA a 2%,
mantendo alimentagdo e hidratagdo sem alteragdes. Excecao se fez em
relagdo aos animais 22 e 23 que necessitaram de antecipacdo de
sacrificio devido a dificuldade de alimentagdo, respiracdo e
deambulagao.

De uma maneira geral, as manifestacoes clinicas de
lesdes glandulares se tornaram evidentes ap6s dez semanas de
pesquisa. Uma elevagdo cervical anterior esquerda foi verificada em

alguns animais (Figura 3).

FIGURA 3 - Abaulamento em regidao cervical de animal apoés dez
semanas de aplicacao do carcindogeno (*).



5.1.1 Quinta semana

Sete animais foram sacrificados constituindo-se o
primeiro grupo do estudo. Nao foram observadas alteragdes fisicas
aparentes nos animais.

Animais 2 e 3: notou-se a presenga de supuracio
proveniente das glandulas submandibulares esquerdas durante o
procedimento de excisao das glandulas salivares e estruturas cervicais.

Os outros animais ndo apresentaram alteragdes clinicas

relevantes.

5.1.2 Décima semana

Animais 9 e 13: estes animais apresentaram discreto
aumento da regido topografica referente as glandulas salivares
submandibulares esquerdas.

Animal 14: notou-se presenga de supuragdo ¢ de
aderéncias entre a glandula e os planos epiteliais cervicais durante a
exérese da glandula submandibular esquerda.

Os outros animais ndo apresentaram alteragdes clinicas

relevantes.



5.1.3 Décima quinta semana

Animal 15: aumento clinicamente notdvel na regido
cervical anterior. Apds incisdo do pélo observou-se presenga de
secregdo purulenta. Uma ulceragdo, em regido central da glandula
submandibular esquerda, revelou presenga de massa amorfa e
esbranquigada sugestiva de material necrético. A glandula se
apresentou aderida as estruturas adjacentes.

Animal 16: a glandula submandibular esquerda se
mostrou aderida a musculatura cervical.

Animal 17: a glandula submandibular se mostrou
clinicamente volumosa, apresentando aderéncias musculares e em
profundidade, acometendo regido anterior as vias aéreas.

Animal 18: notou-se diminui¢do volumétrica da
glandula submandibular esquerda estando esta aderida as estruturas
vizinhas.

Animal 19: observou-se aderéncia da glandula
submandibular esquerda a musculatura mastigatéria ipsilateral. Notou-
se, na superficie inferior da glandula submandibular, um nodulo
acastanhado.

Animal 20: os achados clinicos evidenciaram uma
aderéncia acometendo a glandula submandibular esquerda, cintura
escapular e pele ipsilateral.

Animal 21: notaram-se aderéncias em musculos

mastigatorios, cintura escapular e vias aero-digestivas a esquerda.



5.1.4 Décima oitava semana

Animal 22: o animal mostrou-se com exagerado
aumento cervical anterior em surto de crescimento (Figura 4). Notou-
se dificuldade de deambulagao e alimentacao da cobaia. Este animal,
pertencente ao quarto e ultimo grupo da pesquisa, foi sacrificado duas
semanas antes do tempo previsto. A pega cirurgica foi excisada por
meio de plano de clivagem entre as estruturas peri-lesionais. Nao se
evidenciou separagdo entre as glandulas salivares. O espécime
cirurgico foi seccionado e revelou consisténcia flacida e superficies

brancacentas.

FIGURA 4 - Crescimento exagerado de neoplasia. Nota-se a integridade
do pélo.



5.1.5 Décima nona semana

Animal 23: notou-se dificuldade de deambulacdo ¢
respiracao deste animal, antecipando-se o sacrificio em uma semana.
ApOs incisdao notou-se atrofia glandular a esquerda e aumento
volumétrico a direita. As glandulas submandibulares encontravam-se
aderidas as cinturas escapulares bilateralmente e comprimindo a

traquéia posteriormente.

5.1.6 Vigésima semana

Animal 24: lesdo de grande volume, abaulando a regiao
cervical anterior esquerda. Apos incisdo notou-se lesdo telangiectasica
insinuando-se, com aderéncias, a regido toraxica.

Animal 25: a glandula submandibular esquerda
mostrou evidente atrofia apos abordagem cirtrgica.

Animal 26: notou-se atrofia de glandula submandibular
esquerda com aderéncias as estruturas peri-glandulares.

Animal 27: evidente aumento volumétrico cervical
esquerdo. Apoés incisdo, notou-se lesao multilobulada, em regido de
glandula submandibular esquerda. A regido cervical direita nao
revelou alteragdes. A excisdo glandular requereu remogao do musculo

masseter esquerdo.



Animal 28: sem evidéncias de alteragdes clinicas. Apds
incisdo foram notados sinais sugestivos de atrofia da glandula
submandibular esquerda. Este 6rgdo se apresentou com aspecto
macroscopico semelhante a gordura. Aderéncias ao musculo masseter

ipsilateral foram observadas.

5.2 M acr oscopia das pecas cir urgicas

Todas as glandulas salivares e estruturas removidas
apensas a elas foram acondicionadas em vidros de boca larga e com
quantidade suficiente de solugao tamponada de formol a 10%.

Apos fixacdo das pegas cirargicas procedeu-se a
macroscopia do material obtido. Notou-se no primeiro e¢ segundo
grupos, respectivamente, facilidade e moderada facilidade de
identificar estruturas anatdomicas. Também se mostrou evidente uma
manutenc¢ao das dimensodes volumétricas glandulares, assemelhando, o
material, as glandulas normais. Apds hemisseccdo podde-se apontar,
mesmo em presenga de lesdes, os limites estruturais das glandulas

submandibulares esquerdas e direitas (Figura 5).



FIGURA 5 - Pegas cirargicas de animal pertencente ao primeiro grupo.
Pode-se identificar as glandulas submandibulares direita (*)
e esquerda (+).

Todavia as pecas cirargicas do terceiro € quarto grupos
revelaram outras caracteristicas. Observou-se dificuldade em
reconhecer os parénquimas glandulares e seus limites apos
hemissec¢do. Tornou-se patente o apagamento de estruturas e sua
substituicdo por tecido so6lido ou por estruturas cisticas ou por

combinag¢do de ambos (Figura 6).

FIGURA 6 - Pegas cirtirgicas evidenciando alteracdes macroscopicas: a)
a  glandula  submandibular = esquerda  apresenta
predominancia de tecido so6lido envolvendo estrutura
cistica; b) evidéncias de aumento volumétrico glandular
com a presenga de grande estrutura cistica que verteu
liquido marrom-acastanhado no momento de sua clivagem.



5.3 Aspectos histopatol 6gicos

Todas os diagnodsticos histopatoldgicos  foram
realizados baseando-se na coloragdo por Hematoxilina e Eosina. Os
resultados histopatologicos da pesquisa se encontram agrupados na

se¢do anexos. A seguir, as descri¢des histologicas dos casos.

5.3.1 Quinta semana

Animal 1: notou-se extensa destrui¢do parenquimatosa
glandular e apagamento da identidade secretora. Um ducto excretor
dilatado, roto, com hiperplasia epitelial e células com discreto
pleomorfismo foi evidenciado. Uma estrutura prolongando-se em
forma de gota apontou uma incipiente invasao mural (Figura 7). A
capsula de tecido conjuntivo fibroso e algumas areas do estroma
apresentaram fibroblastos com aspecto menos fusiforme e mais
arredondado. Outras areas revelaram grande quantidade de inflamagao
purulenta e neutrofilos.

Animal 2: os cortes histologicos revelaram parénquima
de glandula submandibular normal e regides com perda das unidades
acinares, dilatagdo das estruturas ductais e vasos sanguineos dilatados
e ectasicos (Figura 8). Algumas células ductais mostraram-se com
aspecto de degeneracdo hidropica. Na luz dos vasos, colecdes de

polimorfonucleares foram observadas. O estroma conjuntivo revelou



células fibroblasticas com polimorfismo leve e neutréfilos em
profusdo. Nodulos linfaticos hipertroficos completaram o quadro
histolégico.

Animal 3: observou-se normalidade do parénquima
glandular submandibular. Entretanto, uma regido de interface entre a
glandula submandibular e a glandula parétida revelou dilatagdo ductal
associada a €émbolos de neutrofilos. Também se notou imagens
artefatuais de perda de coesdo parenquimatosa da glandula
submandibular. O estroma conjuntivo apresentou celularidade
discretamente polimoérfica. Completando o quadro visualizou-se
nodulo linfatico hipertréfico.

Animal 4: evidenciou-se interface entre glandula
submandibular e glandula pardtida com apagamento do parénquima
submandibular (Figura 9). Nesta regido houve proliferacdao de epitélio
ductal em continuidade a esta glandula. Células inflamatorias
polimorfonucleares e epiteliais foram encontradas nas luzes ductais.
Algumas projecdes ductais murais se insinuaram no conjuntivo
(Figura 10). Os vasos sangiiineos se mostraram ectasicos e dilatados.
Alguns focos hemorragicos intra-glandulares submandibulares foram
visualizados. Nodulos linfaticos continuos a glandula submandibular
foram verificados.

Animal 5: notou-se preservacdo da histomorfologia
glandular. Todavia, algumas regides revelaram perda arquitetural dos
acinos mucosos. Na intimidade do parénquima glandular
submandibular pdde-se reconhecer uma regido extensa de necrose

tecidual. Em outra regido verificou-se a presenca de proliferagdo de



estruturas nervosas sem, todavia, apresentar atipias. Na intimidade da
capsula foram encontrados vasos dilatados e ectdsicos. Alguns poucos
fibroblastos apresentaram-se mais achatados, sem seu aspecto
fusiforme. Completando o quadro observou-se a ocorréncia de
nodulos linfaticos hipertréficos.

Animal 6: observou-se manutengdo dos parénquimas
glandulares. Na interface entre glandulas submandibular e pardtida
evidenciou-se extensa hemorragia. A glandula submandibular
apresentou regides marcadas por proliferacio de massas epiteliais
diferenciando-se em estruturas ductais. O interior dos ductos mostrou-
se preenchido por émbolos de neutrofilos e células epiteliais. Algumas
células ductais se revelaram com nucleos aumentados e
hipercromaticos. Outros campos revelaram proliferacdo de estruturas
nervosas adjacentes aos ductos dilatados. Em associacao as glandulas
foram verificados nodulos linfaticos hipertroficos.

Animal 7: os parénquimas glandulares mantiveram
morfologia arquitetural normal. As glandulas submandibulares
apresentaram regioes de dilatagdo ductal sem a ocorréncia de
hiperplasia de parede. Observou-se a continuidade de fibras
musculares em relagdo ao 6rgdo submandibular. A céapsula fibrosa
desta glandula revelou a presenga de fibroblastos discretamente
polimorficos. Extensas areas de necrose apagaram a arquitetura peri-
glandular. Alguns campos revelaram perda de tecido acometendo
fibras musculares estriadas. Os linfonodos se apresentaram

hipertroficos.



5.3.2 Décima semana

Animal 8: o material examinado constou de lesdes
cisticas ductais apresentando pleomorfismo celular e luzes
preenchidas por neutrofilos e figuras de ceratina. O parénquima da
glandula submandibular evidenciou uma regido de perda de
arquitetura glandular com &cinos mucosos aumentados em tamanho.
Houve a ocorréncia de padroes de necrose tecidual acometendo
glandula submandibular, glandula parotida e linfonodo, com
apagamento dos limites desta Ultima estrutura. Outras regides
revelaram focos de hemorragia na intimidade da glandula
submandibular. Contudo, o restante das estruturas niao apontou
anormalidades.

Animal 9: observou-se apagamento de parte do
parénquima da glandula submandibular, sendo substituido por areas
de necrose tecidual, encerrando ductos ora pequenos ora dilatados, em
forma de cistos. As células ductais se revelaram pleomorficas. Notou-
se, também, presenga de massas epiteliais com ceratinizagdao
individual e polimorfonucleares, em estroma aparentando desmoplasia
(Figura 11). A capsula fibrosa, por vezes, revelou a presenga de ductos
associados a proliferacdo de nervos. Os nddulos linfaticos se
mostraram hipertréficos. Em alguns campos, notou-se a permeacao de
células fibroblasticas aumentadas de tamanho, em estroma linfatico.

Animal 10: as unidades acinares submandibulares se

apresentaram com marcada alteracdo histomorfoldgica, revelando



contornos pouco nitidos, principalmente envolvendo as células
mucosas. Uma regido proxima da interface entre as glandulas
submandibulares e pardtida apresentou proliferacao e dilatagdo ductal
¢ ectasia vascular. Os ductos foram mal formados e encerraram, em
seu interior, um material amorfo. Em outras regides notou-se unidao da
capsula ao parénquima glandular. Na intimidade deste tecido
conjuntivo observaram-se células inflamatorias polimorfonucleares e
massas epiteliais se diferenciando em ductos (Figura 12). Ao redor
destas estruturas se apresentaram fibroblastos com pleomorfismo
celular. Ainda nestes campos pdde-se verificar a ocorréncia de vasos
sanguineos de variados calibres, com ou sem parede muscular,
ectasicos e dilatados e imagens de necrose tecidual. Também se
verificaram nervos em proliferacio na intimidade dos vasos
sanguineos. Os nodulos linfaticos se apresentaram hipertroficos. Os
planos profundos musculares por vezes encontraram-se associados ao
tecido conjuntivo da capsula sem, contudo, haver invasao.

Animal 11: os cortes histologicos revelaram
parénquima de glandula submandibular, ora com arquitetura normal,
ora com apagamento das estruturas secretoras e ductais por invasao
conjuntiva. Areas de necrose tecidual foram permeadas por massas
celulares coesas e ductiformes e muitas células polimorfonucleares.
Estas células inflamatorias também foram verificadas no interior
luminal das estruturas ductais e pseudo-ductais. O forramento destas
estruturas se apresentou variando de simples a estratificado com
presencga de células polimorficas. Notou-se, também, proliferagao de

tecido conjuntivo fibroso orientando-se em direcdo aos planos



musculares profundos, porém, sem invasao. O parénquima glandular
parotidico também se apresentou subvertido e circundado pelo tecido
conjuntivo sendo, ocasionalmente, permeado por este. Os nddulos
linfaticos encontram-se hipertroficos.

Animal 12: notaram-se remanescentes de glandula
salivares submandibulares separados por tecido conjuntivo, com
variados graus de celularidade, figuras de necrose tecidual e pseudo-
abscessos. Alguns fibroblastos revelaram discreto pleomorfismo.
Verificou-se no estroma, ainda, a proliferacdo de estruturas ductais e
pseudo-ductais alojando, em sua luz, células inflamatoérias
polimorfonucleares. As células de revestimento dos ductos e pseudo-
ductos revelaram-se com contornos pouco nitidos. Os planos
musculares profundos fizeram interface com o tecido conjuntivo
lesional. Nodulos linfaticos hipertroficos e outros parénquimas
glandulares sem anormalidades completaram o quadro histologico.

Animal 13: evidenciaram-se varias figuras de ductos
salivares hiperplésicos, revelando atipias celulares ocasionais (Figura
13). Alguns ductos apresentaram proliferacdo celular moderadamente
polimorfica em proje¢do. Outros ninhos celulares epidermoides se
insinuaram no estroma conjuntivo, por vezes, sugerindo pseudo-
ductos. As luzes das estruturas ductais e pseudo-ductais encerraram,
em seu interior, células polimorfonucleares e algumas células
epiteliais ductais. Ao redor destas estruturas percebeu-se extensa
necrose ¢ remanescentes de parénquima glandular submandibular.

Associou-se a este quadro um linfonodo intimamente justaposto ao



estroma conjuntivo e as figuras de necrose e grande fragmento de
glandula submandibular com integridade morfolédgica.

Animal 14: notou-se, na intimidade dos tecidos
musculares, a presenca de extensa area de necrose (Figura 14). Figuras
de pseudo-abscesso se mostram evidentes e proximas de nodulos
linfaticos hipertroficos. Outras areas revelam parénquimas glandulares

sem evidéncias de alteracdes celulares ou arquiteturais.



FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

FIGURA 9 -
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FIGURA 11 -

FIGURA 12 -

FIGURA 13 -

FIGURA 14 -

Nota-se estrutura ductal em detalhe. A direita pode-se reconhecer
a luz do ducto (LD) e a parede do ducto (PD). Observar uma
projecao em forma de gota (*) em direcao ao conjuntivo (C). H/E
400x.

Nota-se moderada proliferacdo de células ductais. A cabeca de
seta aponta uma proje¢ao intra-luminal. H/E 400x.

Extensa area de apagamento de parénquima glandular e necrose

tecidual (N) acha-se presente e proxima a remanescente de 16bulo
de glandula submandibular (SM). H/E 100x.

O quadro histoldgico revela proliferagdao ductal (cabeca de seta) e
massa de células epiteliais ductais se insinuando para o conjuntivo
(seta). Nas luzes dos ductos sdo vistos polimorfonucleares
neutréfilos (*). H/E 100x.

Nota-se a presenca de ducto com hiperplasia de parede (cabega de
seta) e massas epiteliais em proliferagdao (setas). A area focal de
hialiniza¢do (H) completa o quadro histopatologico. H/E 100x.
Ilhota de neoplasia revelando formagdo de estruturas pseudo-
ductais e metaplasia escamosa nas células centrais (setas). H/E
400x.

As setas revelam a hiperplasia da parede de um ducto neoformado.

Na luz deste encontramos restos epiteliais e células inflamatorias.
Nota-se uma regido focal de hialinizacao (*). H/E 100x.

Pode-se verificar a extensa area de necrose (N) de permeio a fibras
musculares estriadas esqueléticas (M). H/E 25x.






5.3.3 Décima quinta semana

Animal 15: os cortes histologicos apresentaram lesdo
cistica epitelial com estratificacdo varidvel (Figura 15). Figuras de
invasao mural foram evidenciadas. As células epiteliais mantinham-se
com pleomorfismo moderado. Ceratinizagdo intra-luminal se mostrou
patente. Alguns campos do estroma apresentaram aspectos sugestivos
de 4reas Osteo-condrdides. Notou-se, nestas regides, a presenca de
células polimoérficas e fusiformes com aspecto fibroblastico. O
parénquima glandular submandibular se apresentou atréfico. Um
nédulo linfatico, associado a lesdo, foi evidenciado. Diagnosticou-se
0 €aso como carcinossarcoma.

Animal 16: observou-se a presenga de dois padrdes
distintos de parénquima de glandula submandibular. Um deles
apresentou aspecto de normalidade. O outro revelou organizagao
celular acinar coesa e com hipercromatismo. Contudo, nao se
verificou a ocorréncia de atipias. Puderam-se observar, também, areas
extensas de tecido conjuntivo frouxamente arranjado € muitos vasos
sangiiineos pequenos e ectasicos. Por vezes o tecido conjuntivo
envolveu fibras musculares. Compuseram também o quadro nddulos
linfaticos hipertroficos. Nao se diagnosticou neoplasia neste caso.

Animal 17: uma lesdo cistica epitelial pode ser
evidenciada. (Figura 16 e 17). Seu revestimento era composto por
epitélio pavimentoso estratificado descontinuo, por vezes atrofico e,

por vezes, hiperplasico. O estroma conjuntivo encerrou pérolas



corneas e apresentou figuras mesenquimais alongadas, sugerindo
parénquima muscular neoplasico. Outros campos revelaram a
ocorréncia de células gigantes e células fusiformes polimoérficas
(Figura 18). Um padrao mixoide foi verificado englobando
remanescentes de 4cinos submandibulares. O diagnostico foi
carcinossarcoma

Animal 18: evidenciou-se a presenca de intersecdo de
figuras de carcinoma anapldsico e areas de desmoplasia. A neoplasia
se mostrou circundada por estroma de tecido conjuntivo frouxo
ricamente vascularizado. Vasos dilatados e ectasicos, bem como
figuras de hemorragia, estiveram presentes. Outros achados, como
presenca de nddulo linfitico e parénquimas glandulares
histomorfologicamente  preservados, compuseram o quadro
histolégico.

Animal 19: os campos histoldgicos revelaram lesdao
cistica revestida por epitélio estratificado e hiperplasico, formando
ceratina profusamente. Notaram-se figuras de células carcinomatosas
invadindo estroma conjuntivo. O tecido conjuntivo se revelou
intensamente vascularizado. Pode-se notar, formando a capsula
tumoral, um conjunto de células polimorficas mesenquimais
adjacentes a por¢ao carcinomatosa e aos planos musculares. O caso foi
diagnosticado como carcinossarcoma.

Animal 20: os cortes histoldgicos revelaram uma lesao
cistica unica separada do parénquima glandular submandibular
normal. O interior da luz da lesdo evidenciou profusdo de figuras de

ceratinizagdo. O revestimento da lesdo mostrou-se marcado por



hiperplasia epitelial papilomatosa. A celularidade polimorfica revelou
hipercromasia nuclear e figuras ocasionais de pérolas cérneas e
ceratiniza¢do intra-epitelial. O estroma se mostrou marcado por
infiltrado inflamatdrio predominantemente cronico mononuclear com
presenga de vasos sangiiineos pequenos e congestos. Figuras de
hialinizacdo ocasionais foram encontradas. Diagnosticou-se a
neoplasia como carcinoma intra-luminal/intra-mural.

Animal 21: os campos histologicos mostraram a
ocorréncia de células fibroblasticas anaplasicas em associacdo a
campos de aspecto condroide. Outras dreas revelaram feixes e
estruturas luminais delimitadas, parcialmente, por células fusiformes.
Imagens de invasao muscular foram visualizadas em alguns campos.
Uma figura luminal, revestida por epitélio atréfico e epitélio
hiperplasico ductal, se mostrou evidente. Os parénquimas glandulares
ndo mostraram alteracdes histomorfoldgicas. Contudo, imagens de
neoplasia sarcomatosa foram evidenciadas em continuidade a glandula
submandibular. Foram observadas, em objetivas de grande aumento,
conjuntos de células epiteliais invadindo o estroma conjuntivo de
forma intra-mural. Completando o caso notaram-se imagens
sugestivas de adipocitos, entretanto, sem distingdo de seus nucleos.

Diagnosticou-se a lesdo como carcinossarcoma.



FIGURA 15 -

FIGURA 16 -

FIGURA 17 -

FIGURA 18 -

Estrutura cistica com parede ductal revestida por epitélio (setas),
apresentando formagdo de carcinoma epidemoide luminal (CL).
Notar presenga exuberante de ceratina (*). H/E 25x.

Formagdo de carcinoma epidermédide com proliferagdo mural
(cabeca de seta). Presenca de grande quantidade de ceratina na
porcao luminal (*). H/E 100x.

Detalhe da figura anterior. Presenca de células neoplésicas

(cabecas de seta) revelando pleomorfismo celular e nuclear

evidentes. H/E 630x.

Detalhe da presenca de célula gigante multinucleada (setas) e
células polimorficas em area de invasdo de musculatura estriada
esquelética. H/E 630x.






5.3.4 Décima oitava semana

Animal 22: notou-se a presenca de lesdo cistica,
revelando células carcinomatosas intra-luminais formando um padrao
papilar/papilifero. O epitélio neoplasico se mostrou ora atréfico ora
hiperplasico. Areas focais evidenciaram a presenca de massas
epiteliais e células individuais e pérolas corneas. Um padrao mixoide,
por vezes em interface com padrdo fasciculado, foi evidenciado
(Figura 19). Ambos os padroes mostraram orientagdes variadas de
seus fasciculos sendo mais evidente a atipia celular no padrao sélido
fasciculado. O estroma revelou vasos congestos e figuras de
angiogénese. Também foram evidentes dreas de interface entre
musculos e sarcoma. A glandula pardtida se mostrou englobada pela
neoplasia mesenquimal. Alguns campos histolégicos evidenciaram
atrofia da glandula submandibular com presenga de infiltrado
inflamatério mononuclear e ductos. Outras 4reas revelaram
remanescentes de glandula submandibular envoltos pela neoplasia
mesenquimal.  Observou-se  nodulo  linfatico  hiperplésico.

Diagnosticou-se um carcinossarcoma.



5.3.5 Décima nona semana

Animal 23: os cortes histologicos revelaram neoplasia
mesenquimal. Notou-se padrdo solido celularizado com d&reas de
células fibroblasticas, polimorfas, em arranjos isolados ou dissociando
e invadindo musculos ou associadas a células gigantes. Células
atipicas e anaplasicas foram evidenciadas em outros campos

histologicos. O diagnostico definiu um sarcoma.

5.3.6 Vigésima semana

Animal 24: os cortes histologicos apresentaram
neoplasia predominantemente so6lida, mesenquimal, associada a
poucas imagens de grupos de células epiteliais. Foram evidenciadas
areas de fasciculacdo fibrobldstica em justaposicdo a 4&reas de
aparéncia mixoide. Figuras de dilatacdo e congestdo vascular foram
notadas bem como 4reas de hemorragia extensa. Outros campos, em
objetivas de grande aumento, revelaram células mesenquimais
anaplésicas e mitoses atipicas. Ninhos de células epiteliais,
moderadamente diferenciadas e com nucleos hipercromaticos, foram
observados em associagdo ao padrao mixoide. As ilhas epiteliais se

mostraram ora individualmente ceratinizadas, ora formando pérolas de



ceratina. Nao foram evidenciados parénquimas glandulares. O
diagnostico definiu um carcinossarcoma (Figura 20).

Animal 25: o caso 25 ndo apresentou qualquer
alteragdo histopatoldgica glandular. Notou-se presenca de hiperplasia
de nodulos linfaticos.

Animal 26: notou-se lesdo cistica revestida por epitélio
escamoso revelando proliferagdo intra-luminal e presenca de
acentuada ceratinizacdo. Houve ocorréncia de células com perda da
relagdo nucleo/citoplasma e pleomorfismo celular e nuclear.
Observou-se, também, a presen¢a de pérolas corneas na intimidade da
lesdo intra-luminal. O tecido conjuntivo evidenciou células
fibroblasticas com grande pleomorfismo, envolvendo massas epiteliais
e, por vezes, imagens de hialinizacdo (Figura 21). O infiltrado
inflamatorio presente se mostrou mononuclear. Os parénquimas
glandulares foram evidenciados sem ocorréncia de alteragdes
arquiteturais. A lesdo tumoral mostrou-se acolada a glandula
submandibular e continua a glandula parétida. Outros campos
histolégicos mostraram células epiteliais e nervosas atipicas
associadas a glandula pardtida. Diagnosticou-se o caso como
carcinossarcoma.

Animal 27: observou-se estrutura cistica revestida por
epitélio escamoso estratificado projetando-se para a luz e, por vezes,
revelando proje¢oes papiliferas. Uma profusa producgdo de ceratina foi
verificada. A espessura epitelial foi variavel, desde poucas camadas a
imagens de hiperplasia. Outros campos histolégicos mostraram

invasdo mural de células epidermoides isoladas ou agrupadas. As



massas epiteliais, ocasionalmente, apresentaram pérolas codrneas,
mitoses atipicas, anisocitose, anisocariose e subversdo da relacdo
nucleo/citoplasma (Figura 22). Ilhas de células neopléasicas foram
evidenciadas, ocasionalmente, se insinuando ao redor de estruturas
vasculares. A céapsula fibrosa revelou infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear e vasos congestos e dilatados. Tragos de parénquima
glandular submandibular, externamente a cépsula, foram observados.
O diagnostico foi de carcinoma intra-mural/intra-luminal.

Animal 28: os parénquimas glandulares se mostraram
com arquitetura preservada. Todavia, observaram-se campos com uma
perda volumétrica de parénquima submandibular associado a
hiperplasia de nodulo linfatico. Na intimidade da glandula paroétida,
verificou-se presenca de dreas com ductos apresentando células
levemente pleomorficas, circundadas por tecido conjuntivo denso. Os
tecidos musculares encontraram-se continuos as areas de fibrose e
espessamento vascular sem, contudo, evidenciar neoplasia ou

infiltracao.
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Padrdo neoplasico fasciculado e mixoide, exibindo células
fusiformes alongadas, representando 4rea sarcomatosa de um

carcinossarcoma. H/E 200x.

Intenso pleomorfismo celular e nuclear, com presenga de figuras
de mitoses atipicas (cabega de seta). H/E 400x.
Carcinossarcoma. O circulo aponta para uma ilhota de células

epiteliais malignas, de permeio a por¢ao sarcomatosa. H/E 200x.

Massa neoplasica epitelial proxima a espaco vascular ectasico e
congesto. Notar figura de mitose atipica (cabeca de seta). H/E
630x.






6 DISCUSSAO

O reconhecimento de que os seres humanos sdo
susceptiveis a agentes carcinogénicos remonta ao século XVI
(WEISBURGER?®, 1994). Segundo Rodrigues & Camargo* (1999),
no século XVIII, Percival Pott sugeriu a participacdo do alcatrdo em
tumores de pele. A confirmagdo destas suspeitas veio com o0s
experimentos de Yamagiwa e Ichikawa em 1915, conforme Woolf™®
(1998) ou em 1918, segundo Skhlar”’ (1970). A descoberta dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos se deu nesta aludida época
pela destilacdo do 3,4-benzopireno (WOOLF™®, 1998).

O conhecimento e entendimento acerca da historia
natural de carcinomas foram obtidos apds experimentos em pele de
camundongos. Formulou-se, em 1947, a idéia de agente carcindgeno e
agente promotor, segundo Odukoya e Skhlar® (1984). Modernamente,
conforme Rodrigues & Camargo® (1999), a carcinogénese ¢
representada pelas seguintes fases: iniciagdo, promog¢ao € progressao,
com conseqiiente manifestacao tumoral.

Odukoya & Shklar” (1984) ndo acreditaram que o
DMBA respondesse sozinho pelas etapas da carcinogénese.
Entretanto, conforme os apontamentos de Shafer (1962)", e os achados
de Sumitomo et al.*® (1996), Ogawa et al.>> (2000) ¢ Ide et al.”

(2004), a substancia DMBA ¢ o carcinogeno policiclico aromatico de

" SHAFER, W.G. Experimental salivary gland tumorigenesis. J Dent Res, v.41, p.117,
1962.



escolha para a pesquisa com roedores, sendo potente indutor e
promotor de neoplasias. Fassoni et al.'' (1993) classificaram o DMBA
como carcinogeno completo. Em nosso experimento, tornou-se
evidente que, uma unica injecao intra-glandular de DMBA a 2%, foi
totalmente responsavel pela inducao de neoplasias. Ficou claro que o
DMBA se apresenta como um carcindgeno completo. Discute-se,
entdo, qual o real significado da idéia de Enzmann et al.'’ (1998) que
afirmam ser o DMBA subcarcinogénico nos experimentos de
tumorigénese de glandulas salivares. Uma vez que o contato celular
com o agente oncogénico desencadeia uma série de eventos oxidativos
e de detoxificacdo, culminando em agressdao ao DNA e expressao de
fenotipo maligno, ndo se pode negar o papel carcinogénico do DMBA.

Geneticamente, o0s tumores animais € humanos
parecem guardar semelhancas, compartilhando um desenvolvimento
coincidente (BALMAIN & HARRIS?). O conhecimento acerca do
papel de genes, como os da familia rase o p53, parece bem conhecido
em carcinogénese experimental e humana. Contudo, os eventos
genéticos em carcinogénese experimental de glandulas salivares ndo
estio completamente esclarecidos, segundo referiram Stanley™
(1995), Balmain & Harris® (2000) e Ide et al.'”® (2002). Em nosso
levantamento bibliografico a participacdo dos genes ras, p53, pl6 e
Rb ¢ aludida somente para experimentos com camundongos
(STANLEY?, 1995; BALMAIN & HARRIS? 2000; IDE et al.'®,
2002). Segundo Balmain & Harris> (2000), os camundongos
apresentam-se como boas cobaias para carcinogénese. Nestes animais,

a indu¢do de canceres ocorre por falhas na reparacdo do DNA. Nota-



se, entdo, caréncia evidente de estudo genético no que se refere aos
ratos e as suas neoplasias glandulares salivares induzidas. Todavia,
pela rapida formacao de lesdes em nosso estudo, podemos especular
que a reparacdo genctica deficiente em ratos expostos a carcindgenos
pode ser semelhante a dos camundongos.

Os modelos animais de carcinogénese quimica foram e
tem sido extensamente estudados. Os objetivos relacionados a indugao
de tumores em animais se prestam ao estudo da carcinogénese per see
de drogas e substancias as quais o homem pode ter contato voluntario
ou ndo. Estes conceitos foram apresentados por Franks'? (1990) e
Fassoni et al.'' (1993) e sdo validos para a pesquisa em questio pois
esta, além de outros objetivos, intenciona o entendimento dos eventos
da carcinogénese experimental de glandulas salivares. Os animais que
se prestaram ao nosso estudo de carcinogénese experimental foram
tratados de forma adequada, levando-se em consideragdo os principios
¢ticos do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).
Foram mantidos em grupos de sete animais, recebendo alimentagdo e
hidratacdo ad libitum. Nao se pretendeu estudar qualquer resposta
sistémica do hospedeiro as neoplasias experimentais fora do escopo da
revisao da literatura.

Os autores que estudam oncogénese quimicamente
induzida em glandulas salivares animais descrevem achados muitas
vezes conflitantes. Eles divergem quanto aos modelos animais e, as
vezes, quanto as lesdes causadas em um mesmo modelo utilizando-se
a mesma metodologia. Estas discrepancias sugerem ser, a

carcinogénese em glandulas salivares, de dificil reproducao.



Entretanto, os autores concordam que as varias metodologias
estudadas podem revelar achados muito diferentes. Uma das hipoteses
recai sobre ineréncias de cada espécie animal utilizada (STANDISH®,
1957, CHAUDHRY et al.’, 1966; TURBINER & SHKLAR™, 1969;
SHKLAR?, 1970; TAKEUCHI et al.*?, 1975; EL-MOFTY?®, 1977).

A carcinogénese quimicamente induzida em glandulas
salivares pode ser conduzida levando-se em consideracdo varias
metodologias. Os modelos animais diferem entre autores. Assim
posto, podem ser utilizados cobaias como rato (CATALDO et al.’,
1964; CHAUDHRY et al.’, 1966; SCHMUTZ & CHAUDHRY?,
1969; TURBINER & SHKLAR™, 1969; EL-MOFTY®, 1977;
ZAMAN et al™, 1996; ENZMANN et al'®, 1998), hamster
(CHAUDHRY et al’, 1966) e camundongo (WIGLEY &
CARBONELL", 1976; TAKAI et al.’', 1984; HINDY et al."’, 1995;
TSUJIMOTO et al.”>, 1999; YURA et al.’”, 2001). Os coelhos sdo
citados por Standish®® (1957), Cataldo et al.” (1964) e Shklar*’ (1970)
como animais utilizados por Steiner, em 1942, juntamente com ratos,
hamsters e camundongos. Os experimentos de nossa pesquisa foram
conduzidos em ratos. Estes animais se apresentaram como bons
modelos animais. Seu manuseio ndo foi complicado e ndo existiu
necessidade de muitos cuidados em relacdo a sua alimentagdo ¢
hidratagdo. O controle clinico dos animais também pdde ser levado a
curso sem complicacdes. Sua anatomia e histologia glandular foram
de facil reconhecimento, proporcionando o estudo macroscopico e

microscopico das lesoes.



Em  carcinogénese  glandular, os  diferentes
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, dentre eles 0 DMBA, podem
ser implantados (CATALDO et al.’, 1964; CHAUDHRY et al.’, 1966;
TURBINER & SHKLAR™, 1969; EL-MOFTY®, 1977; HINDY et
al.'’, 1995) ou injetados (SCHMUTZ & CHAUDHRY?®, 1969;
WIGLEY & CARBONELLY, 1976; TAKALI et al.”', 1984; ZAMAN
et al.*, 1996; TSUJIIMOTO et al.”’, 1999; OGAWA et al.”’, 2000;
YURA et al*®, 2001) por meio de procedimento cirargico de
exposicao do orgao glandular ou ndo. Na presente pesquisa optou-se
pela cirurgia do animal por meio de uma incisdo modificada. Ao invés
de um corte cervical central utilizamos uma abordagem cirargica por
incisdo paramediana esquerda. Assim, conseguimos evidenciar a
glandula submandibular esquerda sem a necessidade de extensa
divulsdo.

Existem marcadas incongruéncias no que concerne
ao uso de pellets de DMBA. Nao sdo fornecidos dados consistentes
em relacdo as dimensdes, a forma e a maneira de se confeccionar estes
implantes. Alguns autores somente citam uma ou duas caracteristicas
quaisquer do pellet, como Chaudhry e al.’ (1969) que apresentam a
dimensdo de Imm’ e o veiculo sendo propilenoglicol. Uma vez que as
descrigoes sobre implantagao de pellets de DMBA s3o parcamente
ilustradas, decidiu-se pela utiliza¢do da inje¢do de DMBA em acetona,
por ser este procedimento mais facil de ser reproduzido e conduzido.

Em relagdo a indug¢do de tumores por meio de injecao
de DMBA, nota-se, claramente, a ndao uniformidade dos estudos. As

concentragcdes de DMBA variaram de 0,1% a 4% conforme aludiu



Hindy et al.'’ (1995), sempre em volume constante de 0,05ml. Outros
autores apontaram para concentracdes de 1% (TSUJIMOTO et al.”,
1999; IDE et al."”, 2004) e 2% (SCHMUTZ & CHAUDHRY?, 1969).
Os veiculos utilizados também diferem entre pesquisadores. Schmutz
& Chaudhry® (1969) utilizaram uma solucdo vaselinada de DMBA.
Uma emulsdo com KY gel ¢ DMBA pode ser preparada, segundo
Wigley & Carbonell’” (1976). Para Takai et al.’' (1984), o 6leo de
oliva foi a substincia veicular de eleicdo. Zaman et al.* (1996) e
Ogawa et al.” (2000), associaram o DMBA a acetona. Em nossos
experimentos, a acetona foi utilizada para a dissolucdo do DMBA.
Obtivemos uma boa solugdo para veicular 0,1ml de DMBA a 2% nas
glandulas submandibulares dos ratos.

Nao ha dissondncia na historia natural dos carcinomas
induzidos através de implantacio de DMBA na forma de pellets. As
fases degenerativa, proliferativa, metapldsica e neopldsica maligna
foram primeiramente apontadas por Cataldo et al’ (1964) e
confirmadas pelos autores que os sucederam. Contudo, a génese das
lesdes causadas por inje¢ao de carcinogeno nao foi, ainda, referida na
literatura. A ocorréncia de outras neoplasias também nao foi
acompanhada das descrigdes de sua historia natural. Sob forma de
critica, Ogawa et al.”® (2000) reportam que Zaman et al.** (1996) nio
se interessaram em descrever as caracteristicas dos adenocarcinomas
induzidos por DMBA, tao pouco seus constituintes celulares.

A historia natural das neoplasias induzidas em nossos
experimentos, em contraste com os achados de Cataldo et al.” (1964),

pode evidenciar semelhangas e diferencas, conforme se segue. A fase



degenerativa foi percebida no primeiro grupo de nosso experimento,
através do reconhecimento de necrose e reacdo inflamatoria
polimorfonuclear com apagamento das estruturas acinares e
persisténcia dos ductos. Todavia, preferiu-se a denominac¢do de
sialadenite cronica uma vez que este quadro histologico pareceu-nos
traduzir melhor as manifestagdes histomorfologicas presentes. A
ocorréncia de células gigantes percebida por Standish®® (1957) na
primeira fase da implantagio de DMBA ndo foi verificada. Estes
achados se mostraram ocasionais no terceiro grupo de sacrificio de
nossos ratos.

A segunda fase, denominada proliferativa por Cataldo
et al.’ (1964), foi marcada por proliferagio de epitélio ductal,
formagao de cistos acompanhados de displasias epiteliais e elementos
carcinomatosos ao redor dos pelletss de DMBA, em estroma
hialinizado. O segundo grupo de sacrificio de nosso experimento
evidenciou um caso de atipia celular ductal, dois casos de carcinoma
epidermoide e quatro casos de sialadenite cronica. Pareceu-nos que
nossos achados ndo se distanciaram muito daqueles do referencial
tedrico. Todavia, achamos muito importante adicionar dados
referentes ao estroma conjuntivo. A histopatologia das lesdes
avaliadas por nds evidenciou ocasional desmoplasia, pleomorfismo
celular fibroblastico e proliferacdo eventual de estruturas nervosas.
Critica-se a pouca consideragdo do estroma nas descri¢des dos autores
como Cataldo et al.’ (1964), Turbiner & Shklar’** (1969) ¢ Shklar”’
(1970).



A terceira fase, denominada metaplasica, foi
caracterizada pela presenga de metaplasia escamosa nas paredes dos
cistos, ocorréncia de hiperplasia epitelial e profusdo na produgdo de
ceratina (CATALDO et al.’, 1964). Nossas avaliacdes, entretanto,
apontaram para lesdes com caracteristicas mais definidas. Ao invés de
uma fase com figuras de metaplasia, encontramos imagens celulares e
teciduais de neoplasias. Assim sendo, diagnosticamos dois casos de
carcinoma e quatro casos de carcinossarcoma. Vale lembrar que a ndo
observacao do estroma nao nos permitiria o diagnostico das neoplasias
malignas mistas, ou seja, os carcinossarcomas. Um caso de hiperemia
foi diagnosticado, sem ser acompanhado de atipias.

A tltima etapa, conhecida por fase neoplasica maligna
foi identificada pela ocorréncia de carcinomas epidermoides
(CATALDO et al.’,1964). Para o nosso estudo, fica claro que na
ocasido do terceiro sacrificio, nossa pesquisa j& se apresentava
proxima da fase neopléasica maligna. O quarto grupo estudado por nés
apresentou um caso de carcinoma, um caso de sarcoma e trés casos de
carcinossarcoma. Novamente, faz-se mister recordar a importancia na
observacdo do estroma conjuntivo. Fica evidente, também, que as
neoplasias induzidas experimentalmente podem ser bifasicas,
associando carcinoma e sarcoma. Dois animais apresentaram-se com
sinais histologicos de hiperemia e auséncia de atipias celulares.

Cataldo et al.” (1964), apesar de ndo considerarem a
formagdo de neoplasias mesenquimais em seu estudo, fazem alusao a
uma hialiniza¢do peri-implante de pellet de DMBA. Suas descri¢des

contemplam a presenga sempre constante de fibroblastos atipicos,



principalmente nos Ultimos grupos de animais sacrificados. Um caso
de alteragdes teciduais sarcomatosas também ¢ citado por estes
autores. Se mostra patente a ndo valorizagdo das atipias celulares
fibroblasticas. Talvez por que, segundo Alvarez-Cafias & Rodilla'
(1996), o reconhecimento de tumores mistos malignos
(carcinossarcomas) s6 se deu em 1967, com King.

Segundo Wigley & Carbonell’” (1976), a carcinogénese
de glandulas salivares em camundongos pode produzir carcinomas e
fibrossarcomas sincronos. Estes autores concluiram que as lesdes ndo
tém relagio entre si. Faz-se mister lembrar que em 1984, Takai et al.”’
apontaram ocorréncias de carcinomas associados a sarcomas. Estes
autores denominaram o encontro destas figuras histopatoldgicas como
“tumores de colisao”. A mais recente classificacdo de tumores de
cabeca e pescoco da Organizagdo Mundial da Saade (OMS),
reconhece uma neoplasia glandular com aspectos carcinomatosos e
sarcomatosos denominada carcinossarcoma (GNEPP", 2005). A
pesquisa por noés conduzida revelou a associagdo de sarcomas a
carcinomas em 25% dos casos relativos a carcinogénese por DMBA
em 28 ratos. Estes animais foram diagnosticados como portadores de
carcinossarcomas, em total acordo com a classificacdo da OMS.

O estudo experimental de neoplasias salivares animais
¢ pertinente uma vez que os tumores primitivos de glandulas salivares
em humanos sdao relativamente raros. Todavia, a carcinogénese
quimica, apesar de servir ao proposito de permitir o estudo de
neoplasias induzidas, ndo deve ter seus resultados sempre

extrapolados para os seres humanos. Um exemplo deste fato pode ser



verificado no que concerne a carcinogénese de pulmdo em
camundongos cepa A. As neoplasias podem ser induzidas com
substancias diferentes, como o 4NQO, dieta de gorduras ou ferro e
inalacdo de cloreto de sddio e exposicao oral ao glicerol (ENZMANN
et al.'’, 1998).

E importante lembrar que as neoplasias diagnosticadas
nos animais pesquisados por nds constituem lesdes primitivas
extremamente raras em parénquimas glandulares humanos. O
carcinoma de cé€lulas escamosas ¢ diagnosticado em menos de 1% dos
casos (DARDICK’, 1996; LEWIS & OLSEN*, 2005; SHAPIRO &
BHATTACHARYYA?®, 2006). Os sarcomas respondem por 0,3% das
neoplasias malignas (GNEPP'¥, 2005) e os carcinossarcomas por
0,16% dos casos (ALVAREZ-CANAS & RODILLA', 1996). Uma
vez que as manifestagdes destas neoplasias ndo sdo esperadas em
nosologia tumoral humana, fica patente a importancia da
carcinogénese experimental para ofertar material de estudo.

A histopatologia dos carcinomas em humanos, descrita
por Dardick’ (1996), parece-nos guardar semelhangas importantes em
relagdo aos tumores induzidos quimicamente em animais. O
reconhecimento de metaplasia e displasia escamosa ductal, além das
figuras carcinomatosas nos remete aos quadros histologicos dos ratos
estudados. A presente pesquisa foi capaz de evidenciar casos de
carcinossarcomas nao valorizados pelos autores consultados. No caso
do sarcoma e nos casos de carcinossarcomas, entendemos que ha a

necessidade de se escrutar as peculiaridades de cada lesdo, com o



intuito de se conhecer os reais componentes mesenquimais das

neoplasias em questao.



7 CONCLUSAO

Contrastando-se os dados clinicos e histologicos

obtidos com o referencial teorico, pode-se concluir que:

a)

a carcinogénese experimental em glandulas
submandibulares de ratos, por meio de inje¢ao de
DMBA, se apresentou como uma metodologia

viavel na inducdo de neoplasias glandulares;

b) a metodologia de injecdo de DMBA em glandulas

d)

salivares de ratos ¢ segura, uma vez que a indugao

se faz em um Unico tempo cirargico;

a maioria dos autores consultados nao fez
referéncias ou ndo interpretou de maneira acurada
os proprios resultados histologicos no que se refere
a participagdo do estroma conjuntivo em suas

neoplasias induzidas;

a ocorréncia de carcinossarcomas deve ser
considerada no diagnoéstico das neoplasias salivares
induzidas por DMBA intra-glandular, em modelo

experimental;



e) os padrdes histologicos neoplasicos evidenciados
em nosso experimento foram: sarcoma, carcinoma

epidermoide e carcinossarcoma.
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ABSTRACT

The carcinogenesis consists in a process in which the direct contact between cells
and some physical, chemical or biological agents results in cell malignization. In
the scope of experimental salivary gland carcinogenesis there is a consensus in the
use of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) as carcinogens. The 7,12 —
dimethylbenzanthracene (DMBA) is the most used PAH. This paper aims the
investigations of the DMBA injected in rats submandibular glands. For this
purpose, 28 rats (Rattus norvegicus), three months old (300 gr. weight,
approximately) were used. The animals were divided into four groups of seven
each. All animals were anesthetized and shaved in the neck. After antisepsis, one
ventral neck incision, followed by dissection was performed in each animal. The
left submandibular gland was injected with 0.1 ml of 2% DMBA in acetone. The
skin was closed with 3-O silk suture. By the end of the Sth, IOth, 15" and 20™
weeks the animals were sacrificed by lethal doses of anesthetics. The results in the
5™ week presented seven cases of chronic sialadenitis. After 10 weeks one case of
ductal cell atypia was evident, two cases of squamous cell carcinoma and four
cases of chronic sialadenitis were also seen. Between the 15™ and 20™ weeks the
cases were diagnosed as follows: three cases of hyperemia, three cases of
squamous cell carcinoma, one case of sarcoma and seven cases of
carcinosarcoma. The data analysis showed 3.6% of cellular atypia, 3.6% of
sarcoma, 10.7% of hyperemia, 17.9% of squamous cell carcinoma, 25% of
carcinosarcoma and 39.4% of chronic sialadenitis. Conclusion: the results allowed
the investigation of the glandular carcinogenesis natural history after DMBA
injection, from the beginning of inflammatory changes to the neoplastic
manifestation of mesenquimal, epithelial and mixed tumours.

KEYWORDS: Carcinogenesis, salivary gland, DMBA, neoplasia.
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