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Resumo

Introducdo: O sistema respiratorio tem a capacidade de metabolizar os xenobiéticos que
chegam tanto pelo ar como pela corrente sanguinea. Estes podem desempenhar um
papel importantissimo na alteracdo celular e carcinogénese. O dimetilbenzantraceno
(DMBA) € um destes compostos carcinogénicos e com comprovados efeitos de inibicdo
do sistema imunitario. O BALT € um dos locais indutores da resposta antigénica e a
modulacédo desta resposta reveste-se de interesse quanto aos seus potenciais efeitos
sistémicos e em particular a nivel da cavidade oral. Objectivos: O objetivo deste trabalho
€ identificar, avaliar e concluir quanto aos potenciais efeitos imunomoduladores da
alimentacédo, por avaliagdo do BALT, num modelo experimental de cancro de mama
induzido por DMBA em grupos de ratos Sprague-Dawley sujeitos a diferentes planos
dietéticos e inferir quanto as possiveis implicacdes destes efeitos para a saude oral.
Materiais e Métodos: A 168 animais, divididos em 7 grupos sendo um controlo e seis
com administracdo do carcinogénio DMBA e planos dietéticos diferentes. Ap6s o
sacrificio e a necrépsia, foram observadas ao microscopio 6tico 168 preparacdes
histopatol6gicas de tecido pulmonar, e o BALT avaliado aplicando histopatologia com
graduacdo semi-quantitativa quanto aos foliculos e centros germinativos, area
interfolicular, células apoptéticas, células plasmaticas, macrofagos pigmentados e HEV
proeminentes. Resultados: O grupo sujeito a uma dieta de restricao cal6rica apresentou
consistentemente parametros de resposta imunolédgica mais elevados, seguido do grupo
alimentado com dieta mediterranica e o grupo com dieta suplementada com feijao.
Parametros mais diminuidos foram observados no grupo com dieta suplementada com
azeite seguido do grupo sujeito apenas ao carcinogénio e alimentado com racgéo
“padrao”. Conclusdes: Os dados obtidos parecem indicar um efeito imunomodulador da
dieta no BALT, apontando para uma maior influéncia estimulatoria da fibra alimentar e
restricdo caldrica em relacdo aos outros alimentos estudados, e um efeito inibidor com

0 azeite.
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Introducéo

O sistema respiratério tem uma grande area de interface entre o meio interno e
0 meio externo. Como tal est4 biologicamente preparado para inativar e processar
agentes patogénicos quimicos, fisicos e bioldgicos. Os mecanismos néo-especificos de
defesa estéo presentes e ativos antes do contacto direto com as particulas patogénicas.
Sao exemplos de mecanismo ndo-especificos: a filtragdo de particulas na cavidade
nasal, a adsorcdo de vapores quimicos, as respostas reflexas as mudancas ha
ventilagcdo, o transporte mucociliar e tosse e a fagocitose por macréfagos alveolares e
intravasculares, entre outros. J4 os mecanismos especificos de defesa séo a resposta
imunolégica iniciada apdés a entrada de microrganismos como virus e bactérias
patogénicas. Neste ambito, distinguem-se (1) a imunidade humoral, mediada por
linfécitos B que produzem anticorpos eficazes na opsonizacdo e neutralizacdo de
microrganismos extracelulares e toxinas e (2) a imunidade celular, mediada por linfécitos
T capazes de reconhecer e destruir células infetadas por microrganismos intracelulares

eliminando deste modo os mudiltiplos focos de infecgcdo®3.

No sistema respiratorio o tecido linfoide encontra-se na forma nodular e difusa.
Entre as células epiteliais da mucosa respiratéria, encontram-se linfocitos T e na lamina
propria da mucosa encontram-se linfécitos B e T em organizacao folicular e difusa que
constituem o Nasal Associated, Lymphoid Tissue (NALT), presente na cavidade nasal e
nasofaringe e o Bronchus Associated Lymphoid Tissue (BALT). Num plano mais

organizado encontram-se os ganglios linfaticos regionais ao pulmao?.

Os tecidos linfoides associados aos brénquios foram primeiramente descritos por
Bienenstock em 1973 como agregados de linfécitos, localizados na submucosa
brénquica®®. Atualmente, reconhece-se o BALT como uma estrutura organizada em
foliculos com linfécitos B e zona interfolicular com linfocitos T. Fazem ainda parte do
BALT as vénulas de endotélio alto (HEV) e um linfoepitélio sobrejacente’°. Existem
também células foliculares dendriticas no BALT, cuja fungéo € apresentar antigénios
aos linfécitos B!, assim como fornecer sinais coestimulatérios que aumentam a sua
ativacdo e a ainda a proliferacdo de centros germinativos?!3. As células T por sua vez,
séo capazes de ativar os linfécitos B para produzirem IgA, muito relevante na resposta
imunitaria das mucosas, local prevenindo a aderéncia e entrada de bactérias
patogénicas para o organismo®!41° Ainda que a distribuicdo de BALT ao longo do trato

respiratorio seja aleatéria, encontra-se consistentemente presente em redor da



bifurcacdo da é&rvore bronquica entre uma artéria e um brénquio/bronquiolo. Esta
localizacdo mais sujeita a fenébmenos de deposi¢cédo de bactérias de virus potencia a
exposicdo destas etiologias ao sistema imunitario®®22, A hematologia laboratorial nédo
traduz a atividade do BALT, pelo que a sua avaliagéo é feita por histopatologia adjuvada
de semiquantificagdo?.

A aplicacdo de protocolos experimentais em imunotoxicologia requer o uso de
diferentes espécies como modelos animais, e ainda que em muitos casos a informacao
possa ser extrapolada entre espécies, existem numerosas e significativas diferengas
que importa considerar para obter bons resultados. Este ponto reveste-se de particular
importancia neste campo, sendo muitas vezes dificil avaliar como diferencas entre
espécies, em termos da estrutura e funcionamento do sistema imunitario, influenciam a
necessaria extrapolagéo para a espécie humana. E fundamental no cair na tendéncia
de assumir que todos os modelos animais sdo imunologicamente semelhantes ao

ratinho e que este é imunologicamente semelhante ao humano®.

De acordo com a definigdo mais atual, o BALT foi descrito em coelhos, ratos
Sprague-Dawley, cobaios, ratinhos, cées e galinhas. Em humanos foi descrito como
focos difusos de tecido linfoide subepitelial nos brénquios. A quantidade de BALT é
também significativamente diferente, sendo mais exuberante no coelho e rato, menos
presente no homem e em quantidade intermédia em ratinhos e cobaios*?°2-25, Nos
humanos, a frequéncia de BALT é extremamente baixa em pessoas com mais de 20
anos mas pode tornar-se proeminente em situacBes patolégicas. O seu
desenvolvimento foi associado ndo apenas a estimulacdo antigénica extrinseca mas

também a alteracGes da resposta imunitaria325-30,

A area da imunotoxicologia tem constantemente avaliado e as metodologias para
a avaliagdo de xenobidticos no sistema imunitario. A histopatologia com graduacgéo
semi-quantitativa do tecido linfoide ou Lymphoid Enhanced Histopathology (EH)
consiste na avaliagédo e graduacgéo separada dos compartimentos dos 6rgaos linfoides,
niveis de zero a quatro, para identificar altera¢des tanto no sentido do aumento como
da diminuicdo da quantidade de células, de foliculos linfoides ou de centros
germinativos®3, Esta metodologia permite inferir acerca dos estimuladores versus
inibidores no sistema imunitario; identificar os locais ou compartimentos afetados nos
orgédos ou tecidos; fornecer informacao acerca da suposta populacao celular afetada; e

caracterizar as relacdes dose-resposta dos efeitos imunomoduladores®?.



A EH implica uma correta obtencdo e processamento dos tecidos, avaliagcdo e
comparagdo com a patologia clinica, determinacao e considera¢éo do peso corporal e
dos diferentes 6rgéos, o uso de critérios apropriados para a classificacao da gravidade,
e consideracgdo de outros fatores como lesdes espontaneas ou induzidas em 6rgaos nédo
linfaticos, fatores ambientais, estado de saude geral do animal, nutricdo, carga
antigénica, idade, sexo, estado hormonal, e fatores de stress®3. Assim, ha a necessidade
de um vasto conhecimento acerca da estrutura, funcdo e histologia dos érgaos, das
suas diferencas entre espécies, e uma visao alargada da complexa e dindmica natureza
do sistema imunitario, incluindo a forma como os diferentes sistemas de 6rgaos

interagem entre si234-36,

Embora perdendo em relacdo a métodos de andlise funcional, a EH possui um
nivel de exatiddo razoavel na identificacdo de compostos imunomoduladores se
executada de forma rigorosa, permitindo a detecdo de altera¢des dos tecidos e limitando
os falsos positivos. No entanto, a sua eficacia depende também e em grande medida,
da experiéncia e treino do patologista e da gravidade aparente das lesdes

presentes®237:38,

EH ndo é normalmente apropriada em estudos cronicos pois pode levar a
resultados confusos, resultantes dos normais efeitos da idade nos 6rgéaos linfoides, que
podem interferir na avaliagdo dos tecidos. Pode, no entanto, ser usada com validade em
estudos de curta duracdo ou subcrénicos para avaliacdo inicial ou quando existe um
potencial efeito imunomoduladores®23339, Os principais aspetos a considerar em EH do
tecido linfoide sao os foliculos linfoides, os centros germinativos, a area interfolicular e

as vénulas de endotélio alto®.

O sistema respiratorio tem a capacidade de metabolizar os xenobibticos que
chegam tanto pelo ar como pela corrente sanguinea. Estes podem desempenhar um
papel importantissimo na alteracdo celular e carcinogénese. E o caso dos
hidrocarbonetos arométicos policiclicos, compostos quimicamente inertes que podem
necessitar de ativacao por enzimas para formar metabolitos com capacidade de interagir
com o &cido desoxirribonucleico (ADN), para iniciar a transformacéo celular*. Para além
desta acdo direta na indugdo de neoplasias, € possivel que este efeito carcinogénico
esteja também relacionado com os seus comprovados efeitos de inibicdo do sistema

imunitario®. Um destes compostos, o dimetilbenzantraceno (DMBA), é carcinogénico no



rato, e especialmente Gtil quando se pretende a formagédo tumoral em estudos sobre o
cancro da mama, do estdmago, do pulméao e do tecido linfoide**.

O objetivo deste trabalho é identificar, avaliar e concluir quanto aos potenciais
efeitos imunomoduladores da alimentacdo, por avaliagdo do BALT, num modelo
experimental de cancro de mama induzido por 1,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) em
grupos de ratos Sprague-Dawley sujeitos a diferentes planos dietéticos. Pretende-se

também inferir quanto as possiveis implicacdes destes efeitos para a saude oral.



Materiais e Métodos

O material para histopatologia de BALT foi gentiimente cedido pela Professora
Doutora Paula Pereira. Os métodos que se apresentam estao simplificados a partir das

suas publicacdes.

A. Material

168 Ratos Sprague Dawley fémea inicialmente com 42 dias de idade distribuidos
aleatoriamente em sete grupos. Os animais foram mantidos em 42 gaiolas em grupos
de quatro, em sala a temperatura de 25 °C e 60 a 65% de humidade, com regime de 12

horas de luz e 12 horas de escuridao.

A todos os grupos, com excec¢do do grupo I, considerado grupo controlo, aos 50
dias de idade foram administrados com 20 mg de DMBA dissolvido em 1 ml de azeite e

através de uma sonda gastrica, para inducao de cancro de mama.

A 4gua foi fornecida aos animais de acordo com as suas necessidades, sendo
renovada diariamente. A experiéncia teve a duracdo de 150 dias para todos 0s grupos.

A dieta foi diferente entre os grupos como se detalha em seguida:

e No grupo | foi administrada uma Alimentagao “padrao” (300 Kcal/100g de peso

de ragao).

e Nogrupo Il foi administrado 20 mg de DMBA em 1ml de azeite para cada animal
por sonda intragastrica. O valor energético desta racao foi de 300 Kcal/100 g de peso

de racéo.

e No grupo lll a alimentagéo “padrao” foi suplementada com feijao (misturou-se
40 g de feijao “Padrao Tarreste” sob a forma liofilizada, a 1 kg de ragao padrao) mais
administracao de carcinogénio - 20 mg de DMBA em 1ml de azeite para cada animal
por sonda intragastrica. Nesta racéo o valor calérico foi de 341 Kcal/100 g, das quais 41

Kcal provém do feijao.



¢ No grupo IV, a alimentacdo “padrao” foi suplementada com azeite (50 ml de
azeite por kg de ragao “padrao”) mais administracao de carcinogénio - 20 mg de DMBA
em 1ml de azeite para cada animal por sonda intragastrica. Nesta ragao o valor calérico

foi de 341 Kcal/100 g, das quais 41 Kcal provém do azeite.

e No grupo V, a alimentacéo foi rica em fibra bruta (teor de fibra 4 vezes superior
ao da racao “padrao”) mais administracao de carcinogénio - 20 mg de DMBA em 1 ml
de azeite para cada animal por sonda intragastrica. O valor energético desta racao foi

de 250 Kcal/ 100 g de peso de racgéao.

e No grupo VI, a alimentacao rica em fibra bruta (teor de fibra 4 vezes superior ao
da ragao “padrao”) foi suplementada com feijao e azeite (misturou-se 19,95 g de feijdo
“Padrao Tarreste” sob a forma liofilizada e 25 ml de azeite a 1kg de ragé&o rica em fibra
bruta) mais administracdo de carcinogénio - 20 mg de DMBA em 1ml de azeite para
cada animal por sonda intragastrica. Nesta ragdo o valor calérico foi de 291 Kcal/100 g,

das quais 20,5 Kcal provém do feijao e 20,5 Kcal provém do azeite.

e No grupo VI, a alimentacéo “padrdao” suplementada de uma refeicdo do tipo
mediterrénico (22 g de batata, correspondendo a 100 g antes da liofilizacdo + 32 g de
sardinha, correspondendo a 120 g antes da liofilizacdo + 4,3 g de tomate,
correspondendo a 50 g antes da liofilizacdo + 3,5 g de pimento, correspondendo a 50g
antes da liofilizacdo + 0,196 de cebola, correspondendo a 8 g antes da liofilizacdo +
azeite cru na proporgéo de 2,18 ml (2 g) a 1 kg de ragao “padrao”) mais administragcao
de carcinogénio - 20 mg de DMBA em 1ml de azeite para cada animal por sonda
intragastrica. Nesta racéo o valor caldrico foi de 341 Kcal/100 g, das quais 41 Kcal

provém da refeicdo do tipo mediterranico.



Tabela I- Resumo das diferentes dietas aplicadas a cada grupo

GRUPOS CARCINOGENIO DIETA
- Padréo
I
+ Padréo
Il
+ Padréo + feijdo
1]
+ Padréo + azeite
v
+ Padréo + fibra
Vv
+ Padréo + feijao + azeite
VI
Padréo + dieta
+
Wil mediterranica

B. Métodos

O sacrificio dos animais sobreviventes foi efetuado pelo método de
sobredosagem de anestésico, individualmente, ao fim de 150 dias. Aquando do
sacrificio foi feita nova colheita de 1 ml de sangue/animal, para a realizagdo de

determinacgfes analiticas.

A necropsia completa foi efetuada em todos os animais sacrificados. Todos 0s
orgdos com alteragbes macroscopicas foram colhidos para estudo em microscopia
Otica. Em todos os animais foram pesquisados ganglios linfaticos e colhidos para
histopatologia de rotina fragmentos dos pulmdes, dos rins, do figado, do bago, do

pancreas, de gordura abdominal e de ganglios linfaticos*2.

Neste estudo foram observadas ao microscopio Otico 168 preparacdes

histopatol6gicas de tecido pulmonar, obtidas de 125 animais distintos, correspondendo

10



a: 45 do grupo |, 37 do grupo II, 16 do grupo 11, 18 do grupo 1V, 21 do grupo V, 13 do
grupo VI e 18 do grupo VII.

Em cada observagdo foram identificados e avaliados os foliculos e centros
germinativos (CG) quanto ao seu nimero (N°) e tamanho (Tam.), a zona interfolicular
qguanto ao seu tamanho, e em ambas a quantidade de linfocitos presentes. Foi ainda
avaliada a presenca de células apoptoticas (CA), células plasméticas (CP), macrofagos
pigmentados (MP) e HEV proeminentes. A terminologia usada foi descritiva e objetiva,
de acordo com as recomendacgdes para a avaliagcao histopatologica de tecidos linfoides,
sendo cada parametro classificado como “normal” (0), “aumento” (nimeros positivos)
ou “diminuigdo” (nUmeros negativos), e de forma “minima” (1), “ligeira” (2), “moderada”

(3) ou “marcada” (4). Segue-se a analise descritiva dos resultados obtidos.

11



Resultados

Tabela Il - Registo semi-quantitativo das alteracdes do BALT no grupo |

NUmero
aumentado de:
CA CP MP HEV

Area
interfolicular

Foliculos

Grupo |

N° Linf.

Tam.

Tam.
CG

NO
CG
0

NO
Linf.
0

Tam.
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

NO

Cddigo da
preparacao
221 O5 Al

222 05 Al

222 05 B1

223 05 Al

223 05 B1

224 05 Al

224 05 B1

225 05 Al

225 05 B1

226 05 Al

226 O5 B1

227 05 Al

227 05 B1

228 05 Al

228 0O5 B1

229 05 Al

229 05 B1

230 05 A1l

230 O5 B1

231 O5 Al

231 O5 B1

232 05 Al

232 05 B1

233 05 Al

233 05 B1

234 05 Al

234 05 B1

235 05 Al

235 05 B1

236 05 Al

236 05 B1

237 05 Al

237 0O5 B1

238 05 Al

238 0O5 B1

239 05 Al

239 05 B1

240 O5 A1l

240 O5 B1

241 O5 Al

241 O5 B1

242 05 Al

242 05 B1

243 05 Al

243 05 B1
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Tabela Ill - Registo semi-quantitativo das alteracdes do BALT no grupo Il

Foliculos Area Interfolicular Numero
Grupo Il aumentado de:

Cddigo da N° Tam. N° N° Tam. Tam. N°Linf. CA CP MP HEV

preparagao Linf. CG CG
156 O5 A1 O 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
156 O5 B1 O 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0
157 O5 A1 O 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
157 O5 B1 O 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0
244 05 Al O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
244 05 B1 O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
245 05 Al O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
245 05 B1 O 0 0 0 0 -2 -2 0 0 1 0
246 O5 Al O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
246 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
247 O5 A1 O 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
247 O5 B1 O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
248 O5 A1 O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
248 O5 B1 O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
249 O5 A1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 2 0
249 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
250 O5 A1 O 0 0 0 0 0 -1 0 0 1 0
250 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -1 0 0 1 0
251 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
252 O5 A1 O 0 0 0 0 -2 -2 0 0 1 0
252 O5 B1 O 0 0 0 0 -2 -3 0 0 1 0
253 05 A1 O 0 0 0 0 -2 -2 0 0 1 0
253 05 B1 O 0 0 0 0 -3 -3 0 0 1 0
254 05 A1 O 0 0 0 0 -2 -2 0 0 1 0
254 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -1 0 0 1 0
255 05 A1 O 0 0 0 0 0 -1 0 0 1 0
255 05 B1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
256 O5 Al O 0 0 0 0 -3 -2 0 0 1 0
256 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
257 O5 A1 O 0 0 0 0 0 -3 0 0 1 0
257 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -2 0 0 1 0
258 05 A1 O 0 0 0 0 -1 -1 0 0 2 0
258 05 B1 O 0 0 0 0 -1 -1 0 0 1 0
259 O5 A1 O 0 0 0 0 -1 -1 0 0 1 0
259 O5 B1 O 0 0 0 0 0 -1 0 0 2 0

13



Tabela IV — Registo semi-quantitativo das alteracdes do BALT no grupo lli

Grupo Il
Cddigo da
preparagao

339 O5 A1
340 O5 A1
341 O5 A1
342 O5 B1
349 O5 B1
355 O5 B1
356 O5 A1l
358 0O5 A1l
359 O5 A1
400 O5 A1
403 O5 A1
404 O5 A1l
407 O5 A1l

NO

O O 0O OO 0000 o o oo

Tam.

O OO ONOOCOOOOoOOoOOo

Foliculos

NO

Linf.

O OO ONOOOOOOoOOoOOo

Ne°
CG

o

O O 0O O WwWwOoOoOoOoOo o o o

Tam.

CG

O NOOWOOOOOoOo oo

Area
interfolicular

Tam  N° Linf.
-2 -2

0 0

-1 -2

0 0

-1 -1

0 0

0 0

3 4

2 2

-1 -1

0 0

0 0

0 0

NUmero aumentado de:

CA

O NOOOOO0OO0OO0O oo oo

CP

O OO O O OO0 OoOoONMNDMNOo

MP

Tabela V — Registo semi-quantitativo das alteragées do BALT no grupo IV

Grupo IV

Cddigo da
preparacao

300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317

05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

NO

O OO0 OO0 0O00000O0O0OO0Ooo oo

Tam.

O 0O 000000000000 O0oOo oo

Foliculos

NO

O
Oo0OO0OO0OO0OO0O0ODO0OO0ODO0OO0ODO0OO0ODOODO0o0o ®

Tam.
CG

O OO0 OO0 0O00O000O0OO0OO0oOoooo

NO
Linf.

O 0O 000000000000 O0oOo oo

Area
Interfolicular
Tam. Ne° Linf

-3 -3
-2 -2
-2 -2
-3 -3
-1 -3

0 -1
-1 -1
-3 -3
-2 -2
-3 -3
-2 -3
-3 -3

3 3
-2 -2

0 0
-1 -1
-1 -1
-2 -2

NP DNDNWWDNDNODNWNDNO

HEV

NUmero aumentado de:

CA CP

O OO OO0 0O00000OO00OO0Oo oo o

O OO0 OO WOOOONOOONOOOo

MP

P W ONOOONDNODMNOPFPRODNMDMNONDN

HEV
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Tabela VI - Registo semi-quantitativo das alteraces do BALT no grupo V

Grupo V

Cddigo da
preparacao

318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
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05
05
05
05
05
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05
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Al
Al
Al
Al
Al
Al
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Al
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Al
Al
Al
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OO ONOOODOOONWWOOOOONOOo

o
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Area
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N° Tam. Tam. N°
Linf. CG CG
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Linf. CA
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%
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Tabela VII - Registo semi-quantitativo das alteracdes do BALT no grupo VI

Grupo VI

Cddigo da
preparacao

348
398
399
399
401
401
408
409
410
411
412
413
414

05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05

Al
Al
Al
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Bl
Bl
Al
Al
Al
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Al
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O OO0 OO0 O0OO0OOo0OOoOo oo

Tam.

O O 0O OO 0000 oo oo
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Linf.

O OO O OO0 O0OOo0OOoO oo o

No°
CG

O O 0O OO0 0OO0Oo0oOo oo o
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CG

O OO O OO0 O0OOoOOoO oo o

Area

Interfolicular
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O OO Fr OO0 OO0 0O OoOOoOo
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O OO FrPr O0OO0OO0OO0OOoOOoOOoo

NUmero aumentado de:

CA CP MP
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0O O 0
0O O 1
0 3 2
0 3 0
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0o 2 3
0O O 0
0 O 3
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0 O 2
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Tabela VIII - Registo semi-quantitativo das alteracdes do BALT no grupo VI

Grupo VI

Cddigo da
preparacao

343
346
396
397
397
402
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426

05
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05
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05
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Tabela IX — Valores médios das variaveis estudadas para os diferentes grupos

Foliculos Area Interfolicular NUumero aumentado de:

Grupos N° Tam. N° Linf. N° CG Tam. CG Tam. N° Linf. CA CP MP HEV

Grupo | 0,0444 0,0667 0,0444 -0,0222 0 0,2889 0,3778 0,0222 0,2222 0,6889 0,1333
Grupo Il 0 0,0286 0 0 0 -0,4 -1,1143 0 0 0,9714 0
Grupo Il 0 0,1538 0,1538 0,2308 0,3846 0 0 0,1538 0,3077 1,8462 0
Grupo IV 0 0 0 0 0 -1,5556 -1,7778 0 0,3889 1,0556 0
Grupo V 0,5228 0,619 0,5714 0,5238 0,619 0,0809 0,8571 0,7142 0,0952 1,4762 0,0952
Grupo VI 0 0 0 0 0 0,0769 0,0769 0,0769 0,7692 1,3846 0,1538
Sﬁ“po 0,1111  0,1111 0 0,0556  0,0556  0,6471  0,6111 0,0556  0,3889 1,8333  0,1111
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Gréfico 1 - Valores médios das variaveis estudadas para os diferentes grupos
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Grafico 2 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Numero dos foliculos”
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Grafico 3 — Valores médios e intervalos de confiangca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Tamanho dos foliculos”
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Grafico 4 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Namero dos linfocitos nos foliculos”
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Grafico 5 — Valores médios e intervalos de confiangca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Namero de centros germinativos”
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Grafico 6 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Tamanho de centros germinativos”
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Grafico 7 — Valores médios e intervalos de confianga para
95% para a variavel “Tamanho da area interfolicular”
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Grafico 8 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Numero de linfocitos da area interfolicular”

2,00

1,00 —

0,00 2

1,00 _

-2,00

Niamero de linfocitos na area interfolicular

-3,00

T T T T T T T
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo [V Grupo Grupo VI Grupo VIl

Grafico 9 — Valores médios e intervalos de confiangca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Namero de células apoptoéticas”
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Grafico 10 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Namero de células plasméticas”
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Grafico 11 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Macréfagos pigmentados”
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Grafico 12 — Valores médios e intervalos de confianca para um nivel de confianca de
95% para a variavel “Namero de HEV proeminentes”

0,40

0,20

HEVY proeminentes

0,20

T T T T T T T
Grupo | Grupo |l Grupo Il Grupo IV Grupo % Grupo ¥l Grupo Y

Os graficos anteriores (do grafico 2 ao gréaficol2) representam a média e o seu
intervalo de confianca, com um nivel de confianca de 95%, para cada variavel. A falta
de um intervalo no grafico ocorre para variaveis cujos valores verificados foram sempre
de zero, como indicado nas tabelas Il a VIII, representando observacao “normal” desse
parametro. As maiores diferencas encontram-se entre os grupos Il e V. Os restantes
intervalos sdo maioritariamente sobreponiveis, ndo permitindo assim afirmar a

ocorréncia de diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.
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Discusséao

Doll e Peto estimaram que 30% dos cancros no Homem podem estar
relacionados com a dieta*®, sendo que o consumo de determinados alimentos promove
a sua ocorréncia, enquanto que o consumo de outros tera efeitos protetores. Embora
estes efeitos da nutricdo no cancro sejam claros, a evidéncia é limitada quanto ao efeito

especifico de alimentos ou nutrientes, apresentando ainda resultados inconsistentes**
45

A resposta imunitaria aos mecanismos do cancro pretende a caracterizagédo
imunogénica dos antigénios especificos expressos pelo tumor, processo que ocorre
principalmente por uma resposta dos linfécitos B para produzir niveis de anticorpos
especificos eficazes contra o crescimento tumoral. No entanto, a expressao antigénica
é frequentemente demasiado baixa para induzir uma resposta apropriada®. Sabe-se
gue um dos fatores que permite influenciar esta resposta € alteracdo da dieta, ainda que
ndo muitos estudos se tenham debrugado sobre os efeitos dos nutrientes essenciais na

imunovigilancia do desenvolvimento tumoral durante a carcinogénese®’.

Neste trabalho, foi o grupo V (restricdo cal6rica) que apresentou
consistentemente parametros de resposta imunoldgica mais elevados (Figura 5),
parecendo ir ao encontro dos diversos estudos que comprovam a associagcao entre a
restricdo calérica e a diminui¢cdo do risco oncolégico. Varios estudos em animais com
restricdo da dieta encontram muito menos incidéncia de cancro quando comparada com
animais alimentados ad libitum, considerando assim o0 excesso de calorias um

importante fator de risco*®49%0,

De forma contréria, o grupo Il, indicou um certo grau de imunossupresséo, com
diminuic@o aparente dos par@metros da area interfolicular (Figura 2), com destaque para
a reducdo do numero de linfécitos. Isto era esperado e justificavel pela exposicdo ao
DMBA, de acordo com a sua capacidade de inibicdo do sistema imunitéario por necrose

celular?.

Relativamente ao grupo lll, sujeito a dieta suplementada com feijao, este mostrou
alteragBes positivas, com valores consistentemente superiores aos ligeiros aumentos
obtidos no grupo de controlo, ao nivel dos foliculos (Figura 3), células plasméticas e

macréfagos pigmentados. Estes ultimos estdo envolvidos na fagocitose de células
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apoptéticas, apresentacdo antigénica e regulacdo dos centros germinativos®!. Este
resultado deve-se possivelmente a riqueza deste alimento em fibra alimentar, sendo

assim consistente com o observado no grupo V.

No grupo 1V, suplementado com azeite, observou-se uma diminuicdo dos
parametros avaliados, em concordancia com os resultados do grupo I, mas de forma
mais acentuada, nomeadamente quanto ao tamanho da &rea interfolicular (Figura 4).
Parece assim indicar um efeito imunossupressor mais importante comparativamente
com o efeito do DMBA apenas. Varios estudos em animais demonstram este efeito de
supressdo (bem como beneficio em desordens de natureza inflamatéria) sem, no
entanto, comprometer a resposta imunitaria ou exacerbar a suscetibilidade a agentes
patogénicos. Contrastando com estes achados, o efeito supressor da funcao imunitaria

parece ndo se verificar em humanos saudaveis®*3.

O grupo VI, com alimentacdo suplementada com fibra, feijdo e azeite, apresentou
maioritariamente valores normais, apenas com um aumento do namero de células
plasméticas e macréfagos pigmentados. Este resultado parece ser consistente com os
efeitos observados nos grupos sujeitos a dieta suplementada com estes alimentos
individualmente. E ent&o de supor que os efeitos positivos observados para o feijdo e
fibra sejam “anulados” pela aparente imunossupressao derivada do carcinogéneo e do

azeite.

Por ultimo, o grupo VII, sujeito a uma dieta do tipo mediterraneo, indicou um
aumento ligeiro dos parametros observados, mais relevante na area interfolicular e no
aumento do numero de macrofagos pigmentados. Este aumento é superior de forma
consistente aos valores encontrados para o grupo VI. Tenda em conta o efeito aparente
do azeite, também presente nesta dieta, € facil supor que os restantes componentes
adicionados (batata, sardinha, tomate, pimento e cebola) tém, no seu conjunto, uma
acdo de imunomodulacdo positiva no BALT. Atualmente acredita-se que 0s
suplementos isolados ndo obtém os mesmos beneficios para a saude do que uma dieta
completa, por o suplemento isolado poder ndo se comportar da mesma maneira
relativamente ao que é a sua acdo num conjunto mais alargado de alimentos®*. A dieta
mediterr@nica, caracterizada por grande consumo de alimentos de origem vegetal,
peixe, azeite, e poucas proteinas de origem vegetal, tem sido muito estudada devido a
baixa incidéncia de cancro no geral em paises mediterranicos. Estima-se que adocao

desta dieta nos paises ocidentais possa reduzir em 25% a incidéncia do cancro do c6lon
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e do reto, 10% da incidéncia de cancros ha préstata, pancreas e endométrio e 15% da

incidéncia do cancro da mama>®®.

Nos anos 60 foi comprovada a presen¢a de moléculas de imunoglobulina na
saliva®®. Sabe-se agora que as duas principais classes de anticorpos presentes séo a
IgG, vinda da circulagdo sanguinea e que entra na cavidade oral no liquido crevicular,
pelo epitélio do sulco gengival; e a IgA secretada (SIgA), produzida pelas glandulas
salivares®’. Este tipo de IgA, é um produto da imunidade adaptativa e sofre assim

maiores variagdes em quantidade, quando comparada com outras proteinas salivares®®.

Os tecidos de BALT séao locais chamados indutores onde existe apresentacéo
antigénica e ativacao de linfocitos B que migram através do sangue periférico para os
locais efetores?®°. Nestes, presentes em todos as mucosas, da-se depois a secrecdo
de IgA, com importantes fun¢cdes na prevencdo da entrada de substancias

potencialmente patogénicas no organismo?.

N&o é claro que estruturas de MALT séo as mais importantes para a inducéo da
resposta imunitaria a microrganismos orais e antigénios aéreos, expressa por
subsequente producgéo de IgA salivar, mas estd comprovado, tanto em estudos com
animais como humanos, que os linfécitos B, apds ativados, migram do Gut-Associated
Lymphoid Tissue (GALT) para as glandulas salivares. Mais recentemente, demonstrou-
se também a importancia do Nasopharynx-Associated Lymphoid Tissue (NALT), em que
se incluem as adenoides e amigdalas nos humanos, enquanto local indutor de linfocitos
que migram para as glandulas salivares. Embora se assuma que os linfécitos B de cada
tipo de MALT sigam vias preferenciais para os locais de secrecdo, esta imunidade
mucosa é comum a todo o organismo, sendo seguro presumir que o BALT desempenhe
igualmente um importante papel na indug&o da resposta imunitéria ao nivel da cavidade

oral®’.

A relagdo dos niveis de IgA na saliva com a saude oral e sistémica tem sido alvo
de investigacéo, embora com resultados pouco conclusivos®®-%2, Ainda assim, e de forma
mais relevante para a area da Medicina Dentaria, alguns estudos em carie dentaria
parecem sugerir uma relagéo inversa entre a atividade da IgA salivar e a suscetibilidade
a carie®’. Em 2011, Parisotto et al, encontraram um risco maior de cérie associado a

menores niveis de IgA salivar em criancas entre os 3 e 0s 4 anos de idade®,
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Relativamente a periodontite, varios estudos mostraram uma relacdo positiva
com a concentracdo dos niveis de IgA na saliva®*. Estes resultados podem no entanto
ser devidos a uma maior estimulagdo a producdo de IgA pela acumulacdo de placa
bacteriana e aumento do numero de bactérias deglutidas, o que vai ativar os linfocitos
B no MALT®’. Um outro estudo ndo demonstrou efeitos da doenca periodontal nos niveis
de IgA mas concluiu que o fumo do tabaco pode provocar uma diminui¢cao destes niveis

na saliva®®.

Uma das principais dificuldades do método utilizado neste trabalho prende-se
com a natureza dindmica do sistema imunitario, existindo um potencial para se verificar
um grande alcance do que pode ser considerado “normal’. Isto € mais relevante ainda
nos tecidos expostos a antigénios da dieta. SO a cuidadosa comparacéo desta variacao
dentro do normal em grupos controlo permite evitar falsos positivos nestes tecidos
avaliados pela EH*. Esta metodologia foi seguida por ser razoavelmente eficaz na
identificacdo inicial de tecidos alterados por potenciais efeitos imunomoduladores®237:38,
exatamente o que se pretendia verificar. Parecendo os resultados obtidos confirmar
esse efeito, recomenda-se futuramente a aplicacdo de técnicas mais especializadas,
como a imuno-histoquimica e morfometria®, seguidas de andlise estatistica sélida para

comprovar e concluir acerca destes efeitos.
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Conclusoes

Dentro das limitagGes deste trabalho, os dados obtidos parecem indicar um efeito
imunomodulador da dieta no BALT. Os resultados apontam para uma maior influéncia
estimulatoéria da fibra alimentar em relagdo aos outros alimentos estudados, e um efeito

inibidor com o azeite.

Os resultados obtidos, em conjunto com a evidéncia disponivel, permitem
deduzir um possivel efeito positivo na saude oral ap6s estimulacdo do MALT e em
particular do BALT, com repercussdes ao nivel da secre¢do de IgA na saliva.

A analise estatistica demonstra que a alimentacéo pode estimular o BALT neste
modelo experimental. No entanto, 0 aumento consequente de IgA salivar néo fez parte
dos métodos e no trabalho de futuro é pertinente quantificar a sua secregdo num modelo

de avaliacdo dietética.
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Anexo | — Quadros de estatistica descritiva por variavel

NUmero de foliculos

Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
DMBA_num_fol 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Feijao_num_fol 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Azeite_num_fol 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Fibra_num_fol 21 ,00 3,00 ,5238 ,98077 ,962
FibraAzeiteFeijao_num_fol 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
DietaMedi_num_fol 18 ,00 1,00 1111 ,32338 , 105
Control_num_fol 45 ,00 2,00 ,0444 ,29814 ,089
Valid N (listwise) 13
Tamanho dos foliculos
N Minimum | Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Control_size_fol 45 ,00 3,00 ,0667 44721 ,200
DMBA_size_fol 35 ,00 1,00 ,0286 ,16903 ,029
Feijao_size_fol 13 ,00 2,00 ,1538 ,55470 ,308
Azeite_size_fol 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Fibra_size_fol 21 ,00 3,00 ,6190 1,16087 1,348
FibraAzeitaFeijao_size_fol 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
DietaMedi_size_fol 18 ,00 1,00 1111 ,32338 ,105
Valid N (listwise) 13
Numero de linfécitos nos foliculos
Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Control_NL 45 ,00 2,00 ,0444 ,29814 ,089
DMBA_NL 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Feijao_NL 13 ,00 2,00 ,1538 ,55470 ,308
Azeite_NL 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Fibra_NL 21 ,00 3,00 5714 1,07571 1,157
FibraAzeiteFeijao_NL 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
DietaMedi_NL 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Valid N (listwise) 13
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NUumero de centros germinativos

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance

Control_GC_N 45 -1,00 ,00 -,0222 ,14907 ,022
DMBA_GC_N 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Feijao_GC_N 13 ,00 3,00 ,2308 ,83205 ,692
Azeite_GC_N 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Fibra_GC_N 21 ,00 3,00 ,5238 ,98077 ,962
FibraAzeiteFeijao_GC_N 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
DietaMedi_GC_N 18 ,00 1,00 ,0556 ,23570 ,056
Valid N (listwise) 13

Tamanho dos centros germinativos

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Control_GC_S 45 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
DMBA_GC_S 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Feijao_GC_S 13 ,00 3,00 ,3846 ,96077 ,923
Azeite_GC_S 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
Fibra_GC_S 21 ,00 3,00 ,6190 1,02353 1,048
FibraAzeiteFeijao_GC_S 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,000
DietaMedi_GC_S 18 ,00 1,00 ,0556 ,23570 ,056
Valid N (listwise) 13
Tamanho da area interfolicular

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Control_Interfol_size 45 ,00 3,00 ,2889 ,69486 ,483
DMBA_Interfol_size 35 -3,00 1,00 -,4000 1,09006 1,188
Feijao_lInterfol_size 13 -2,00 3,00 ,0000 1,29099 1,667
Azeite_Interfol_size 18 -3,00 3,00 -1,5556 1,50381 2,261
Fibra_Interfol_size 21 ,00 4,00 ,8095 1,24976 1,562
FibraAzeiteFeijao_lInterfol_s 13 ,00 1,00 ,0769 27735 ,077
ize
DietaMedi_Interfol_size 17 ,00 3,00 ,6471 ,99632 ,993
Valid N (listwise) 13
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NUmero de linfécitos na area interfolicular

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Control_Interfol_NL 45 -1,00 3,00 3778 ,93636 877
DMBA_Interfol_NL 35 -3,00 1,00 -1,1143 1,18251 1,398
Feijao_Interfol _NL 13 -2,00 4,00 ,0000 1,58114 2,500
Azeite_Interfol_NL 18 -3,00 3,00 -1,7778 1,51679 2,301
Fibra_Interfol_NL 21 ,00 4,00 ,8571 1,23635 1,529
FibraAzeiteFeijao_Interfol_ 13 ,00 1,00 ,0769 27735 ,077
NL
DietaMedi_Interfol_NL 18 -2,00 3,00 ,6111 1,19503 1,428
Valid N (listwise) 13

Células apoptéticas

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Control_Apo_C 45 ,00 1,00 ,0222 ,14907
DMBA_Apo_C 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000
Feijao_Apo_C 13 ,00 2,00 ,1538 ,55470
Azeite_Apo_C 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000
Fibra_Apo_C 21 ,00 3,00 ,7143 1,23056
FibraFeijaoAzeite_Apo_C 13 ,00 1,00 ,0769 27735
DietaMedi_Apo_C 18 ,00 1,00 ,0556 ,23570
Valid N (listwise) 13

Células plasmaticas

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Control_Plasma_C 45 ,00 3,00 2222 ,63564
DMBA_Plasma_C 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000
Feijao_Plasma_C 13 ,00 2,00 ,3077 , 75107
Azeite_Plasma_C 18 ,00 3,00 ,3889 ,91644
Fibra_Plasma_C 21 ,00 2,00 ,0952 43644
FibraFeijaocAzeite_Plasma_ 13 ,00 3,00 , 7692 1,23517
C
DietaMedi_Plasma_C 18 ,00 3,00 ,3889 ,91644
Valid N (listwise) 13
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Macrofagos pigmentados

Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Control_Pigm_Macro 45 ,00 2,00 ,6889 ,63325 ,401
DMBA_Pigm_Macro 35 ,00 2,00 9714 ,45282 ,205
Feijao_Pigm_Macro 13 ,00 3,00 1,8462 ,98710 ,974
Azeite_Pigm_Macro 18 ,00 3,00 1,0556 1,05564 1,114
Fibra_Pigm_Macro 21 ,00 2,00 1,4762 ,67964 462
FibraFeijacAzeite_Pigm_Ma 13 ,00 3,00 1,3846 1,26085 1,590
cro
DietaMedi_Pigm_Macro 18 ,00 3,00 1,8333 ,98518 971
Valid N (listwise) 13

HEV proeminentes

Minimum | Maximum Mean Std. Deviation
Control_Proem_HEV 45 ,00 2,00 ,1333 ,50452
DMBA_Proem_HEV 35 ,00 ,00 ,0000 ,00000
Feijao_Proem_HEV 13 ,00 ,00 ,0000 ,00000
Azeite_Proem_HEV 18 ,00 ,00 ,0000 ,00000
Fibra_Proem_HEV 21 ,00 2,00 ,0952 43644
FibraFeijaoAzeite_Proem_H 13 ,00 2,00 , 1538 ,55470
EV
DietaMedi_Proem_HEV 18 ,00 1,00 1111 ,32338
Valid N (listwise) 13
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Anexos Il — Registo fotogréfico de algumas das preparacdes histolégicas observados
ao microscopio 6tico com alteracbes exemplificativas mais relevantes.

Figura 1 - Preparacdo histologica 221 Al (Grupo |) — BALT normal. Notar a sua
localizag&o habitual entre uma artéria e um bronquiolo.

Figura 2 - Preparacao histolégica 252 B1 (Grupo Il) — diminuicdo moderada do namero
de linfécitos na area interfolicular e presenca de um macrofago pigmentado.
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Figura 3 - Preparacao histologica 359 Al (Grupo Ill) — aumento ligeiro do tamanho
folicular e do numero de linfécitos. Presenca marcada dos centros germinativos.

Figura 4 - Preparacao histolégica 300 Al (Grupo IV) — diminuicdo moderada do niumero
de linfécitos e do tamanho da area interfolicular.
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Figura 5 - Preparacéo histolégica 327 Al (Grupo V) — aumento marcado do tamanho e
namero de linfécitos foliculares e do nimero e tamanho dos centros germinativos
presentes
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