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RESUMO

OBJETIVO: Estabelecer um modelo experimental de desenvolvimento tumoral na cavidade
oral de ratos, permitindo, assim, o estudo da ostedlise induzida pelo tumor nos 0ssos do
complexo maxilomandibular como também nas estruturas dentais, através da caracterizacéo
histomorfol 6gica da reabsor¢éo dssea e dentéria.

METODOS: Uma suspensio de células tumorais (0,1mL) do Carcinossarcoma de Walker
256, na concentracdo de 10° célulasmL foi implantado na cavidade alveolar de ratos
previamente aberta por exodontia. Os animais foram observados durante 12 (doze) dias
consecutivos para determinacdo da curva de peso corpoéreo, sendo posteriormente sacrificados
e as mandibulas removidas para exames radiogréfico e histol égico.

RESULTADOS: No exame radiogréfico foi verificada area litica, sem evidéncia de reparo,
na regido dos alvéolos. No exame microscopico foi identificada infiltracdo Ossea, periférica e
central, de pequenas células hipercromaticas e pleomarficas, com leve infiltrado inflamatorio
mononuclear associado e &reas de necrose. O indice de pegafoi de 100%.

CONCLUSAO: O modelo animal de invasio Gssea, do tumor de Walker na cavidade oral,
possibilita a avaliagdo in vivo de drogas antitumorais e esquemas terapéuticos no tratamento
do cancer bucal.

Descritor es: Modelo de tumor da cavidade oral. Carcinossarcoma de Walker.

ABSTRACT

PURPOSE: To estabilish an experimental model of tumor development in the oral cavity of
rats, that would enable to study the tumor-induced autolysis in the maxillomandibular bone
complex as well as of the dental structures, through histomorphological characterization of
bone and denta resorption.

METHODS: Walker 256 carcinossarcoma cell suspension (0,1 mL containing 10° cell/mL)
was implanted in the alveoli of first and second molars. The animals were observed during



twelve consecutive days and the body weigth were determined. Later, the animals were
sacrificed and their mandibles removed to radiographic and hystologic analysis.

RESULTS: The radiographic image demonstrated radioluscencies with poorly defined
borders. Microscopic examination revealed the tumor infiltration into the peripheral and
central regions of bone.The tumor was composed predominantly of small cells with
hyperchromatic nuclei which were occasionaly pleomorphic. Areas of necrosis were
commonly seen and chronic inflammatory cell infiltration was variable. The index of tumor
incidence was 100%.

CONCLUSION: The animal model of bone invasion of Walker 256 tumor permits the
evauation in vivo of new chemotherapic drugs in the treatment of oral cancer.

Key words: Experimental model, oral cancer. Walker 256 carcinosarcoma.

I ntroducéo

A incidéncia do cancer de boca é extremamente variavel, sendo em muitas partes do mundo
um problema de salde publica. Ocorrem atualmente cerca de 262.000 6bitos por canceres da
cavidade oral e da faringe em todo mundo, dos quais 83% em paises em desenvolvimento®.

Os carcinomas espinocelulares sdo as neoplasias orais mais frequentes, constituindo cerca de
90% dos casos, seguidos por outros carcinomas como 0S verrucosos e indiferenciados, e
tumores de pequenas glandulas salivares, sarcomas e raramente, por melanoma maligno®. As
principais causas das neoplasias sdo atribuiveis a influéncias ambientais, particularmente
aquelas relacionadas ao estilo de vida. Neste contexto, o cancer de boca ndo é excegéo,
podendo ser induzido por uma combinacdo de fatores. habitos pessoais, atividade profissional
e regido onde o individuo habita. A incidéncia do cancer de boca tem acompanhado os
padrdes de consumo de tabaco e de alcool ha varias décadas. Além desses fatores, exposicéo a
dietas pobres em frutas e vegetais, a agentes biolégicos (papilomavirus humano-HPV; fungo
Candida albicans), irritagdo mecanica cronica (uso de proteses mal adaptadas, acéo de bordas
cortantes dos dentes sobre a mucosa bucal), a radiacbes e ma higiene oral podem ocasionar
alteracdes epiteliais que tornam a mucosa oral mais vulneravel aos agentes carcinégenos™>.
As neoplasias malignas dos ossos maxilares e mandibulares, primérios ou metastéticos, sdo
comparativamente raros, em relacdo aos tumores de tecidos moles. Porém, as reabsorcoes
patolégicas do osso alveolar vistas numa variedade de neoplasias malignas sdo severas e
graves, levando a microfraturas precocemente, além de dores intensas e hipercalcemia®*. Os
osteocl astos desempenham papel importante na patogénese desta complicacdo™®. A ativacio e
a manutencdo do processo de reabsorcdo estéo intimamente relacionadas com uma resposta
imune humoral, além da inflamatéria propriamente dita com a producéo de citocinas e
prostaglandinas®. A invasio dos vasos sanguineos pelas células tumorais resulta em isquemia
grave local, podendo assim, levar a0 quadro de necrose coagulativa, contribuindo para a
ostedlise tumor-induzida’.

Além da reabsorcdo Ossea, células tumorais de origem epitelial ou mesenquimal podem
invadir a polpa dental e o ligamento periodontal dos dentes adjacentes a érea da neoplasia. As
células responsaveis pela reabsor¢cdo do cemento e da dentina sdo morfologicamente
semelhantes aos osteoclastos, se ndo idénticas, porém os mecanismos pelos quais elas
reabsorvem seus respectivos substratos sdo largamente incomuns®. Nas neoplasias malignas
dos ossos maxilares podem acontecer peguenos graus de reabsorcdo dentéria, porém observa-
se, com maior freqliéncia deslocamento das unidades dentérias.

O tratamento do céncer de boca é particularmente mutilante, muitas vezes inabilitando o
paciente para a reintegracao familiar, social e profissional, temporéaria ou definitivamente. No



esforco por procurar novas aternativas terapéuticas de diferentes fontes, vérias técnicas tém
sido estabelecidas. Modelos experimentais de cancer de boca sdo descritos na literatura
utilizando a indugdo quimica pelo 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA ), o transplante de
células do carcinoma escamoso e do carcinoma adendide cistico em camundongos
imunodeprimidos'! e o transplante das linhagens celulares Tul59, Tul67 e MDA 1986 de
carcinomas espinocelulares'?. J& os modelos de metéstases 6sseas na regido maxilofacial séo
redlizados através da injecdo intra-cardiaca de células do cancer de mama de humanos™*4.
Até o presente ndo ha relato na literatura de um modelo de neoplasia maligna no 0sso
mandibular utilizando o tumor 256 de Walker, apesar deste j& ter sido inoculado
experimentalmente por diferentes vias com indices de pega varidveis™. O tumor Walker 256 é
um carcinossarcoma de origem espontanea de glandula mamaria de rata e tem comportamento
biol6gico agressivo, sendo locamente invasivo e com alto poder de metéstase por via linfatica
e hematogénica. Neste trabalho foi desenvolvido um modelo de tumor na cavidade oral de
ratos com células do carcinossarcoma de Walker 256, o que permitiu um estudo dos efeitos
diretos dos tumores liticos nos ossos do complexo maxilomandibular e nas estruturas
dentérias.

M étodos
|. Animais e células tumorais

Foram utilizados 31 (trinta e um) ratos Wistar, fémeas, 130-200 gramas, do Biotério Central
da Universidade Federal do Ceard (UFC) e todos os esforcos possiveis foram utilizados para
minimizar o sofrimento e o numero dos mesmos. Os animais foram mantidos no Laboratdrio
de Oncologia Experimental (LOE) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC,
abrigados a 24° C em ciclo luz-escuro de 12 horas e com acesso a &gua e dimento ad libitium.
As células tumorais usadas foram do Carcinossarcoma Walker 256, mantido em laboratorio
por inoculagdes intramuscul ares sucessivas na coxa direita de ratos Wistar. No 7° ou 8 dia de
inoculacdo das células do tumor Walker, os animais sdo sacrificados para retirada do tumor e
em seguida preparada uma suspensdo de células com 10°células /mL . A viabilidade das
células tumorais foi examinada pelo teste de exclusdo com azul de tripan em todos os
experimentos.

I1. Técnica de implantacdo tumoral

Todos os animais (n=31) foram anestesiados por via intraperitoneal com Hidrato de cloral a
10% para exodontia dos primeiros e segundos molares inferiores direitos. Com as cavidades
alveolares abertas, foi implantado em 20 (vinte) animais 0,1 mL de suspensdo de células do
tumor de Walker. Testes pilotos foram realizados para determinagdo da quantidade de células
gue pudesse demonstrar 100% de pega do tumor na mandibula de ratos. Posteriormente, 0s
alvéolos foram suturados utilizando-se fio de sutura Vycril 6-0. O grupo de animais que néo
recebeu o tumor (n=11) foi submetido apenas ao procedimento de exodontia e sutura. Em
seguida, os animais foram colocados na gaiola, permanecendo sob supervisao até o retorno
completo da anestesia, quando retornaram ao Biotério.

Os animais foram observados diariamente por um periodo de 12 (doze) dias, sendo pesados
nosdias 2°, 4°, 6°, 8, 10° e 12 apdsinoculacdo do tumor na cavidade oral.

Ao longo do experimento 08 (oito) animais do grupo tumor chegaram a o6bito, tanto em
consequéncia do ato cirlrgico como devido ao desenvolvimento do tumor, visto ser o
Carcinossarcoma de Walker uma neoplasia maligna de alta agressividade. Em um outro grupo



experimental verificou-se que a média de sobrevida dos animais inoculados com o tumor foi
de 14,25 dias (resultado ndo mostrado).

Ao final do 12°. (décimo segundo) dia, os animais foram sacrificados e as mandibulas
removidas. As mesmas foram fixadas em Formol a 10% por 24h. As mandibulas foram
radiografadas pelo Sistema de Radiografia Odontologica. Apds o registro radiografico, foi
procedida a macroscopia das pegas cirlrgicas, e a parte mole do tumor foi separada da
mandibula A mandibula foi descacificada por 24h com Acido Nitrico a 10%.
Posteriormente, todo o materia da parte mole e da mandibula foi encaminhado a
histopatol ogia para confeccdo das [aminas pela coloragdo de hematoxilina- eosina ( HE ).

[11. Exame radiografico

As mandibulas dos dois grupos foram radiografadas em aparelho de Rx odontolégico para
tomadas periapicais (Planmeca Prostyle Intra). O tempo de exposicéo ficou estabelecido do
seguinte modo: para 0os animais do grupo sem tumor 0,08 segundos e para os animais do
grupo com tumor 0,10 segundos. Foram utilizadas peliculas radiogréficas periapicais e a
revelacdo de todas as tomadas foi feita em processador automatico(A/T 2000M
Airtechniques, inc) com tempo médio de 5 (cinco) minutos.

IV. Analise histopatol 6gica

As laminas histol 6gicas foram confeccionadas utilizando-se a coloragéo de rotina pela
hematoxilina-eosina e, a andise histopatolégica foi realizada com auxilio de microscépio
Optico, sendo avaliados o0s seguintes critérios: infiltracdo tumoral , central e periférica,
necrose tecidual induzida pelo tumor, presenca de osteoclastos e envolvimento da unidade
dentaria adjacente.

V. Andlise estatistica

A comparacdo do peso corpéreo entre o grupo 1 (eem tumor) e aguele que recebeu tumor
(grupo 2) foi feita pelo teste t-Student com nivel de significancia de 0,1% e 5%.

Resultados

Os animais do grupo 1 (sem tumor), que foram submetidos apenas as exodontias dos
primeiros e segundos molares inferiores do lado direito sem inoculagdo de células tumorais,
apresentaram uma discreta perda de peso nos primeiros dois dias, e apds o0 quarto dia
voltaram a ganhar peso (Figura 1).
Enquanto que os animais do grupo 2 (tumor) submetidos as exodontias seguidos de
implantacéo do tumor de Walker, perderam peso nos dois primeiros dias, ganharam no quarto
dia e entre o sé&timo e oitavo dia apos inoculacdo do tumor voltaram a perder peso, diferindo
significativamente do Grupo 1 (Figura 1).

Ao exame macroscopico, o tumor de tecidos moles apresentava coloracdo vinhosa, de
consisténcia firme e eléstica, a qual invadia espagos musculares e glandulas salivares, o que
confirmou a implantacéo de células tumorais na mandibula.
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FIGURA 1 - Curvatemporal médiados pesos corpéreos dos animais do grupo 1
(sem tumor) e do grupo 2 (com tumor) , a cada dois dias apos
inoculacdo do tumor durante 12 dias.Os dados foram apresentados
sob forma de média+ EPM. A andlise estatistica foi feita utilizando-
setestet - Student, com p<0,001(**) e p<0,05(*).

O exame radiogréfico do grupo 1 (sem tumor) revelou érea radiopaca, e por vezes

radiotransparente, com visualizagao de traves dsseas.(Figura 2).

A B

FIGURA 2 - Radiografia periapical da mandibula direita. A) Area radiopaca na regido da
exodontia dos I e 2 MID, sugerindo cicatrizacdo Ossea. B) Septos Gsseos
radiopacos mostrando integridade dos alvéolos.

Os animais do grupo 2 inoculados com o tumor de Walker apresentaram &rea litica difusa sem
radiotransparéncia, que se estendia até a regido do terceiro molar mantido na &rea (Figura 3).
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FIGURA 3 - Radiografia periapical da mandibula direita. A) Area radiol(cida na regido das
exodontias, estendendo-se a0 3° MID. B)Area litica na mandibula, sem
evidéncia de reparo 0sseo.

A principa evidéncia das alteragdes Osseas induzidas pelo tumor foi confirmada pela andlise
histopatol 6gica. Ao exame microscépico do tumor das partes moles foi visualizado neoplasia
mesenquimal maligna caracterizada por discreta anisocariose, sendo as células pequenas,
redondas, de contorno nuclear irregular, cromatina frouxa e nucléolo evidente (Figura 4A). As
células se dispunham frouxamente com tendéncia a arranjo alveolar e com largas éreas de
necrose de coagulacdo. O tumor apresentou um elevado indice mitético, chegando a 20
(vinte) mitoses em 10 (dez) campos microscopicos. Em relagdo a andlise microscopica do
tecido 0sseo, verificou-se a presenca de células com o mesmo padréo morfolégico descrito
acima, as quais infiltravam o osso centralmente e perifericamente (Figura 4B). Areas de
necrose de coagulagdo também estavam presentes (Figura 4C) e alguns osteoclastos foram
visualizados. A unidade denté&ria mantida na regido do tumor ndo apresentou nenhuma
alteracdo histolégica (Figura 4D). No grupo 1 (sem tumor) encontramos éreas de fibrose,
0sso secundario normal e medula 6ssea vermel ha preservada caracterizando reparo 6sseo.
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FIGURA 4 - Fotomicrografias da mandibula e estruturas anexas. A) Corte histolégico
mostrando  neoplasia maligna congtituida por peguenas células
hipercrométicas em arranjo aveolar. HE 10x. B) Céulas neoplésicas
hipercromaticas infiltrando 0 0sso com area de necrose de coagulacdo a
direita HE 20x. C) Extensa area de necrose O6sseaHE 20x. D) Unidade
dentéria sem ateragdes histol 0gicas HE 4x.

Discussao

Em relagdo ao peso dos animais, ambos 0s grupos perderam peso nos primeiros dias. Essa
perda inicia foi decorrente do processo cirargico das exodontias, ja que as mesmas deixam
alvéolos abertos, dificultando a alimentacdo. A medida que a cicatrizac3o e o reparo 6sseo
foram acontecendo, a alimentacéo foi restabelecida e consegiientemente o ganho de peso.
Este comportamento foi observado nos dois grupos, com e sem tumor.

Os animais inoculados com tumor voltaram a perder peso a partir do oitavo dia. Este fato,
provavelmente, aconteceu em consequéncia do crescimento tumoral, uma vez que, havia
evidéncia macroscopica do tumor nos tecidos moles adjacentes ao 0sso mandibular no oitavo
dia

Evidéncia de invasdo 6ssea do tumor foi iniciadmente verificada através dos exames
radiogréficos que mostraram area litica ( radioltcida ) na mandibula direita dos animais
inoculados. A imagem radiogréfica sugestiva de cicatrizacdo 6ssea € dada por radioluscéncia
que pode apresentar &reas com maior ou menor radiodensidade®, dependendo da etapa do



processo de reparo. Todos 0s animais do grupo 1 ( sem tumor ) apresentaram radiopacidade,
em graus variados, indicando cicatrizagdo 6ssea em evolucdo. Além disso, em alguns casos
visualizaram-se trabéculas Osseas preservadas exibindo maior densidade do que a das &reas
circunjacentes, sugerindo integridade das estruturas 0sseas remanescentes.

A andlise microscopica das mandibulas, tanto das partes moles quanto do 0sso, demonstrou a
presenca de céulas tumorais anaplésicas, com elevado indice mitético, corroborando o
diagnostico da neoplasia maligna implantada. A invasdo Gssea pelas células tumorais foi
entdo confirmada, sendo possivel verificar necrose de coagulacéo e ninhos de osteoclastos.
As &reas de necrose de coagulacdo presentes em todas as amostras (partes moles e tecido
0sse0) sugerem morte hipdxica das células tumorais, provavelmente em conseqiéncia de
infiltracdo vascular’. Sabe-se que os osteoclastos desempenham importante papel na
destruicéo 6ssea tumor-induzida®®. Portanto deve ser objeto de investigagdo futura se, neste
modelo , a lise Ossea observada também aconteceu por esta via ou em associagdo com o
mecanismo da morte hipoxica das células.

A unidade dentaria ndo apresentou nenhum grau de reabsor¢cdo nem invasdo pulpar,
demonstrando que as células do Carcinossarcoma de Walker 256 ndo causam nenhuma
alteracdo sobre o dente.

Desse modo, verifica-se que o modelo proposto de inoculagéo do Carcinossarcoma de Walker
na mandibula de ratos é capaz de reproduzir formas osteoliticas de infiltracdo Gssea sem
reabsorcao das raizes dentérias. Um aspecto importante relacionado ao cancer daregido ora e
maxilofacial, é que os tumores primarios sdo freqlientemente adjacentes a estruturas 0sseas.
Porém, existem poucos modelos experimentais de invasdo 0ssea in vivo na regido orofacial.
Ja sdo descritos na literatura modelos experimentais de metéstases para 0 0sso mandibular a
partir de injecdo intracardiaca de células tumorais'®**. Contudo, diferencas no microambiente
0sse0 e a presenca de dentes e outras estruturas anatémicas da cavidade oral podem exercer
um papel importante, aterando o desenvolvimento das metastases Osseas. Além disso, as
células tumorais podem sofrer metastases para as glandulas adrenais e mais raramente para
outros 6rgéos, como o pulmao, figado e cérebro, levando o animal, rapidamente, a um quadro
grave de caguexia e morte®>,

Conclusdes

O modelo de implantacdo do tumor carcinossarcoma Walker 256 na cavidade oral é eficiente,
tem reprodutibilidade e apresenta um indice de pega de 100%. Os dentes localizados
proximos ao tumor ndo apresentam nenhum grau de reabsorcdo, permanecendo integros,
demonstrando o0 ndo envolvimento da unidade dentaria por esta linhagem de células tumorais.
Este modelo ird ser Util para o estudo de métodos alternativos na terapéutica do tratamento do
cancer de boca com invasdo Ossea, tendo desse modo estabelecido uma nova linha de
pesquisa no Laboratdrio de Oncologia Experimental (LOE) — UFC.
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