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Resumo

O objectivo deste trabalho é avaliar a influéncia do 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) nas alteracdes
histol6gicas da lingua.

Neste estudo foram utilizados 20 ratos, fémeas, da estirpe Spaque-Dawley com 48 dias no inicio do
estudo. Os ratos foram divididos por dois grupos, com 10 animais cada um. O grupo | constitui o
grupo controlo, mantido durante 6 meses sem qualquer manipulagdo indutora de alteracées. O grupo
I, grupo teste, foi submetido a administragcdo de 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), aos 55 dias de
idade, em dose Unica de 65mg/Kg, por gavagem.

Ao final de periodo de 6 meses todos os animais foram sacrificados, fazendo-se seguidamente a
respectiva necropsia e analisadas as linguas ao microscopio.

O DMBA nas condi¢des estudadas nao interfere significativamente com a lingua em termos histo-

morfolbgicos.

Palavras-Chaves: Rato, lingua, 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), grupo controlo, grupo teste.

Morfologia em quadros de alteragbes patoldgicas — Avaliacao histolégica da lingua | 8



Abstract

The goal of this study is to evaluate the influence of 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) in histological
alterations of the tongue.

For this study were used 20 female Spaque-Dawley rats with 48 days at the beginning of the study.
The rats were distributed into two groups, of 10 animals each one. Group | is the control group,
maintained for 6 months without any inducing manipulation modifications. Group I, the test group, was
subjected to the administration of 7,12-dimethyl-benzanthracene (DMBA) in one dosage, at 55 days of
age, in a dose of 65mg/Kg, by gavage.

After a period of 6 months all the animals were sacrificed subsequently being made their necropsy and
analyzing each tongue microscopically.

In the studied conditions the DMBA does not significantly interfere with the tongue in histo-

morphological terms.

Keywords: Rat, tongue, 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), control group, test group.
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Introducéo:

A lingua éum o6rgdo formado por musculatura estriada
esquelética que faz parte do sistema digestivo, revestida por uma
membrana mucosa com uma estrutura que varia de acordo com

17 Este 6rgéo é essencial para o inicio do processo

a regiéao
digestivo, moldando e guiando o bolo alimentar, além de, também
estar relacionado com o sentido do paladar e da formacgédo de

fonemas na fala"'’

. A lingua contém papilas que séo elevagdes
do epitélio oral e lamina propria que assumem diversas formas e
fungoes™'”.

Histologicamente, a superficie dorsal da lingua, é coberta por
mucosa de revestimento e, a submucosa por uma camada

inserida no musculo subjacente’"’

. O epitélio é de espessura
fina, ndo-queratinizada e com papilas pequenas e numerosas”"’.
O sulco terminal é a zona que divide a lingua em dois tercos
anteriores e um terco posterior“”. Os dois tergos anteriores
tem

estdo cobertos por uma mucosa especializada que

importantes funcbes gustativas e constituidos por epitélio

espesso e queratinizado, cobertos por numerosas papilas

identificadas em quatro tipos: filiformes, fungiformes,

circunvaladas e caliciformes""”. (Figura 1, 2)

As papilas que constituem a lingua apresentam diferentes

formas e fungdes:

+  Papilas filiformes: de forma cénica alongada, muito
numerosas e espalhadas por toda a superficie
dorsal da lingua. Ricas em queratina e, com poucos
botdes gustativos;

. Papilas fungiformes: de forma semelhante aos
cogumelos, com uma base estreita e porgcao

superior mais achatada e lisa. S&o papilas com
poucos botdes gustativos na sua parte superior e
gue se encontram irregularmente entre as papilas
filiformes;

. Papilas foliadas: no Homem estas papilas sao
pouco desenvolvidas, constituindo apenas duas ou
mais rugas paralelas divididas por um sulco que
estéd presente na superficie dorso-lateral da lingua.

Estas papilas contém muitos botbes gustativos;

Epitélio

Papilas filiformes

Epitélio  Corpisculo gustativo

Papilas fungiformes

Figura 1 — Localizacdo e
forma das papilas filiformes e
fungiformes

Epitélio Corpusculo gustativo

—

‘.
® Aot
Papilas circunvaladas

Epitélio  Corpiisculo gustativo

Apice dalingua

Papilas foliadas

Figura 2 — Localizacdo e
forma das papilas
circunvaladas e foliadas
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. Papilas circunvaladas: com 7 a 12 estruturas
circulares grandes a superficie achatada estende-
se acima das outras papilas. Estao distribuidas na
regidao do “V” lingual, na parte posterior da lingua.
Cada uma das papilas circunvaladas esta rodeada
por diversas depressdes onde glandulas serosas e
glandulas de von Ebner segregam no interior o que
possibilita um fluxo continuo liquido sobre um
grande numero de botbes gustativos presentes ao
longo das superficies laterais destas papilas, sendo
importante na remocéo de particulas de alimento
presentes ao redor dos botdes gustativos. Isto é
muito importante no mecanismo de processamento
de novos estimulos por essas estruturas. As
glandulas de von Ebner também segregam uma
lipase que, possivelmente, previne a formagédo de
uma camada hidrofébica sobre os botdes
gustativos. Além de desempenhar este papel na
lingua, quando chega ao estdmago, a lipase lingual
€ ativada podendo digerir até 30% dos triglicerideos

presentes nos alimentos'"’.

O terco posterior da lingua é revestido por mucosa gustativa de
revestimento, com epitélio de espessura variavel geralmente néo-
queratinizado e pode ou ndo apresentar pequenas papilas“”.
Para ensaios clinicos que tém como objecto de estudo
neoplasias malignas, sao usados agentes de caracter
carcinogéneo, como o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA).
(Figura 3)

O DMBA ¢é um téxico que se encontra presente no ar
contaminado, em alguns alimentos e também no fumo do
Tabaco®. Esta referido que o consumo do tabaco em seres
humanos esté relacionado com doencas graves, sendo sugerido
que o seu consumo esta associado a 70-80% de tumores orais, e
que a percentagem aumenta quando associado ao consumo de

alcool’. O fumo do tabaco possui 4000 compostos diferentes,

CHs

CHg

Figura 3 — Estrutura do
7,12-dimetilbenzantraceno -
DMBA
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sabendo-se até agora que o fumo do tabaco possui 43 tipos de
carcinogéneos diferentes”®. O DMBA encontra-se em grandes
concentragcées (40-100ng por cigarro) na fraccdo do alcatrdo
presente no fumo do “cigarro, sabendo-se que o DMBA produz
mutagdes em oncogénicas e genes supressores que, em ultima
instancia levam a uma  oncogénese estabelecida

4,5,7,9

histologicamente A presenca de DMBA durante a

proliferacdo celular dificulta a ac¢do dos mecanismos de

reparacao do DNA, perpetuando as lesdes moleculares”®.

O DMBA é, um dos agentes carcinogéneos mais potentes

conhecidos'*. Pelo seu comportamento pré-oncogénico, tem sido

8,10,11,12

usado na inducéo de neoplasias da mama , bem como, em

ensaios com inducdo do téxico, em quantidades e tempos
diferentes, na cavidade oral'®1>1920:21:22.24.25

Neste ensaio clinico, a lingua vai constituir um dos primeiros

tecidos em contacto com a sonda aquando da indu¢cdo do DMBA

. . - . - Figura 4 — Anatomia interna
via endogastrica. E também, da mesma forma, um dos ultimos dc?Rato

contactos da sonda na sua retirada. (Figura 4) Este estudo
pretende avaliar e verificar se ha contacto dos tecidos da lingua
com o DMBA na indugdo por gavagem provocando alteracdes

patologicas neste érgao.
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Materiais e Métodos

Para este estudo foram utilizados 20 ratos, fémeas, da estirpe
Spaque-Dawley (Figura 5) com 48 dias no inicio. Durante o
estudo, os ratos foram mantidos em ambiente de biotério que
permitiu assegurar todas as condi¢cdes ambientais para garantir e

respeitar as condi¢des fisiologicas dos animais em estudo,

especialmente, a temperatura, a humidade, os ciclos de luz- &

escuro e as condigbes do chado das gaiolas. A alimentagédo e o £

fornecimento de &gua dos ratos, foi feito tendo em conta a / )
vy

espécie e, foi feita a manutengdo das condicbes de higiene e

stress minimo dos ratos. J)
Os ratos foram divididos por dois grupos, com 10 animais cada b w‘"
um. O grupo | - grupo controlo, foi mantido durante 6 meses sem e
qualquer manipulagdo indutora de alteragdes. O grupo Il - grupo Spaque-Dawley

teste, foi submetido a administracdo de DMBA, aos 55 dias de
idade, em dose Unica de 65mg/Kg, por gavagem (Figura 6).

O periodo de estudo foi de 6 meses para todos os animais de
forma a esperar que desenvolvam tumores ou alteragbes em
outros o6rgaos. No final deste periodo, todos os ratos foram
sacrificados fazendo-se de seguida a respectiva necropsia e, de
cada rato foi colhida a lingua e processada para estudo
detalhado.

Os tecidos foram inicialmente fixados em formol, tamponado a
10%, e, de seguida, foram impregnadas em parafina e feita a
inclusdo de cada lingua em blocos individuais e identificados de
1/17 E3 a 20/17 E3. Fizeram-se cortes de cada bloco num

micrétomo e utilizada a coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE) para

todas as laminas. Figura 6 — Método de

A analise histo-morfoldgica foi feita em fotografias das linguas, administragéo por gavagem
coradas pela HE, com ampliagdo de 4x e um. Para esta analise

foi utilizado o programa de processamento de fotografias

microscoépicas Imaged. Foram feitas as medicdes da altura, para

cada lamina, desde a camada basal a Gltima camada do epitélio,

na face dorsal e na face ventral. Com estes elementos foram

calculadas para cada lamina a média de alturas e desvio padrao

tendo em conta a face ventral e dorsal, do grupo | e grupo Il.
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Resultados

Calcularam-se 10 medi¢bes da altura, para cada lamina, desde a

camada basal a ultima camada do epitélio, com 5 medi¢des da

altura para cada face da lingua (Tabela I, Il em anexo). Com

estes elementos, foram calculadas para cada lamina a média de

alturas e desvio padrdo tendo em conta a face dorsal e ventral,

do grupo | e grupo Il

As medigbes de altura para o grupo |, controlo, ddo um valor

médio aproximado de =1460.2um para a face dorsal e de

=871.3um para a face ventral (Tabela lll). Para o grupo Il, teste,

a média da altura é de =1779um para a face dorsal e de

=755.1um para a face ventral (Tabela V).

Tabela Ill: Média de alturas — Laminas do grupo | (controlo)

GRUPO | - CONTROLO

DORSAL VENTRAL
Lamina Altura Média Lamina Altura Média
117 E3 1669.12 117 E3 1055.8
2/17 E3 1059.52 2/17 E3 1156.32
3/17 E3 1474.44 3/17 E3 726.68
4/17 E3 1589.06 4/17 E3 817.5
517 E3 1352.1 517 E3 664.48
6/17 E3 1524.2 6/17 E3 851.74
717 E3 1898.92 717 E3 1245.7
8/17 E3 1157.34 8/17 E3 705.56
9/17 E3 1446.64 9/17 E3 884.14
10/17 E3 1430.62 10/17 E3 604.98
Altura Média Total: 1460.196 Altura Média Total: 871.29

Grupo | - Controlo

Face dorsal: =1460.2um
Face ventral: =871.3um

Grupo Il - Teste

Face dorsal: =1779um
Face ventral: =755.1um

Morfologia em quadros de alteragbes patologicas — Avaliacao histolégica da lingua

14



Tabela IV: Média de alturas — Laminas do grupo |l (teste)

GRUPO Il - TESTE

DORSAL VENTRAL
Lamina Altura Média Lamina Altura Média
1117 E3 1318.76 1117 E3 764.9
12/17 E3 2061.6 12/17 E3 579.24
13/17 E3 1617.26 13/17 E3 802.38
14/17 E3 2269.54 14/17 E3 1470.5
15/17 E3 1281.48 15/17 E3 631.74
16/17 E3 1367.66 16/17 E3 567.9
1717 E3 1596.26 1717 E3 632.44
18/17 E3 2334.16 18/17 E3 797.36
19/17 E3 2205.7 19/17 E3 707.5
20/17 E3 1737.94 20/17 E3 597.24
Altura Média Total: 1779.036 Altura Média Total: 755.12

Para se perceber o grau de variacdo das medidas recolhidas

calculou-se o desvio padréo para cada grupo, na face dorsal e na

face ventral.

No grupo I, a média total do desvio padrdao da uma valor

aproximado de =211.9 para a face dorsal e de =109.1 para a

face ventral (Tabela V). Para o grupo Il, a média total do desvio

padréo é de =214.4 para a face dorsal e de =126.8 para a face

ventral (Tabela VI).

Tabela V: Média de desvio — Laminas do grupo | (controlo)

GRUPO | - CONTROLO

DORSAL VENTRAL

Lamina Desvio Padrao Lamina Desvio Padrao
117 E3 198.6760101 117 E3 154.3160879
2/17 E3 69.25140432 2/17 E3 146.0196802
3/17 E3 416.1860557 3/17 E3 167.9129298
4/17 E3 211.163889 4/17 E3 69.25698521
517 E3 196.6550025 517 E3 125.8225417
6/17 E3 64.85834565 6/17 E3 123.3220702
717 E3 451.5083133 7117 E3 65.85305612
8/17 E3 133.1562729 8/17 E3 146.7833369
9/17 E3 256.7098907 9/17 E3 47.77162338
10/17 E3 121.3727399 10/17 E3 43.98644109
Média Total: | 211.9537924 Média Total: 109.1044753

Grupo | - Controlo

Face dorsal: 0 =211.9
Face ventral: 0 =109.1

Grupo Il - Teste

Face dorsal: 0 =214.5
Face ventral: 0 =126.8

Morfologia em quadros de alteragbes patologicas — Avaliacao histolégica da lingua
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Tabela VI: Média de desvio — Laminas do grupo |l (teste)

Microfotografias da

DORSAL VENTRAL
Lamina Desvio Padrao Lamina Desvio Padrao
11/17 E3 164.5622466 11/17 E3 106.3028457
12/17 E3 127.5106074 12/17 E3 95.547046
13/17 E3 98.54835361 13/17 E3 92.59188409
14/17 E3 237.476542 14/17 E3 223.4712174 .
15/17 E3 73.05071526 15/17 E3 143.2503333 =5
16/17 E3 115.8785053 16/17 E3 92.08615531
17/17 E3 606.2183501 17/17 E3 139.7031424 - > et
18/17 E3 140.981286 18/17 E3 181.8062513 Figura 7- Microfotografia,
19/17 E3 357.687035 19/17 E3 128.3783471 Grupo Controlo, Face
Dorsal He, 4x.
20/17 E3 222.6462733 20/17 E3 64.4606314
Média Total: | 214.4559915 Média Total: | 126.7597854

Os valores de média total de alturas em ambas as faces, para os

dois grupos tém valores aproximados (Tabela VII). O mesmo se

verificou para os valores de desvio padrdo calculados para os

N tigey il
dois grupos (Tabela VIII) :

5 . L Figura 8- Microfotografia,
Entdo, comparativamente, nos grupos | e Il a avaliagdo Grupo Controlo, Face

histolégica da lingua mostrou ndo existirem alteracdes histo-  ventral He, 4x.

morfolégicas. (Figura 7, 8, 9 € 10)

Figura 9- Microfotografia,
Grupo Teste, Face Dorsal
He, 4x.

Figur 10- Microfotografia,
Grupo Teste, Face Ventral,
He, 4x.
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Discussao e Conclusao

A administracdo de DMBA por gavagem pode induzir 0 contacto
ndo intencional e contaminacdo dos tecidos por parte desta
substéancia na cavidade oral.

Este estudo mostrou que, os 10 ratos do grupo teste
desenvolveram todos tumores da mama, contudo, os resultados
encontrados nas medidas calculadas, para cada face lingual nas
20 linguas colhidas para andlise histo-morfol6gica, mostram que
os valores sdo aproximados quer para 0s animais do grupo
controlo, quer para os animais do grupo teste concluindo desta
forma que néo existiu desenvolvimento de patologia neste 6rgéo,
no tempo deste ensaio clinico nem com a quantidade de
substancia administrada.

Tendo ficado demonstrado neste estudo que a administragéo por
gavagem nao levou a desenvolvimentos tumorais nem altera¢des
patolégicas na lingua, seria igualmente interessante perceber se
a inducdo directa da substancia no 6rgédo levaria a alguma

reaccao nos tecidos e a desenvolvimento de patologia tumoral.

Morfologia em quadros de alteragbes patologicas — Avaliacao histolégica da lingua

Tabela VII- Média total de
altura

Média total de altura

Grupo | - Dorsal | =1460.2um
Grupo Il - Dorsal | =1779um
Grupo | - Ventral | =871.3um
Grupo Il - Ventral | =755.1um

Tabela VIII- Média total de
desvio padrao

Média total de Desvio Padrao

Grupo | - Dorsal 211.9
Grupo Il - Dorsal 214.5
Grupo | - Ventral 109.1
Grupo Il - Ventral 126.8

!

O médico dentista € um
profissional de saude,
responsavel pelo estudo,
prevencao, diagnéstico e
tratamento das anomalias
e doencas dos dentes,
boca, maxilares e

estruturas anexas.

O médico dentista, pelo
contacto regular com os
seus doentes, encontra-se
numa posicao privilegiada
para contribuir no rastreio
precoce e prevengcao do

cancro oral.
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Anexos

Tabela I: Medicao de alturas — Laminas do grupo | (controlo)

GRUPO | - CONTROLO

DORSAL VENTRAL
Lamina 1/17 E3 Lamina 6/17 E3 Lamina 1/17 E3 Lamina 6/17 E3

Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura

1 1495.3 1 1539.2 1 1214.4 1 848.5

2 1437 2 1570.6 2 810 2 1037.7

3 1871.8 3 1410.5 3 1024 3 705.2

4 1848.4 4 1541.6 4 1087.1 4 788.3

5 1693.1 5 1559.1 5 1143.5 5 879

Lamina 2/17 E3

Lamina 7/17 E3

Lamina 2/17 E3

Lamina 7/17 E3

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

1 946.1 1 2639.4 1 971.4 1 1279.1
2 1133.9 2 19121 2 1380.3 2 1239.3
3 1067.6 3 1875.1 3 1159.8 3 1203.2
4 1064 4 1539.2 4 1133.1 4 1169

5 1086 5 1528.8 5 1137 5 1337.9

Lamina 3/17 E3

Lamina 8/17 E3

Lamina 3/17 E3

Lamina 8/17 E3

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

1 1319.5 1 994.1 1 827.3 1 882.8
2 21341 2 1090.4 2 920.3 2 685.4
3 1542.6 3 1261.4 3 776.8 3 818.6
4 1007.8 4 1117.9 4 513.5 4 621
5 1368.2 5 1322.9 5 595.5 5 520

Lamina 4/17 E3

Lamina 9/17 E3

Lamina 4/17 E3

Lamina 9/17 E3

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

Microfotografia Altura

1 1415.1 1 1470.9 1 736.4 1 886.1
2 1779 2 1771 2 766.3 2 816.4
3 1406.6 3 1317.3 3 823.8 3 900.2
4 1852.4 4 1578.9 4 848.8 4 948
5 1492.2 5 1095.1 5 912.2 5 870

Lamina 5/17 E3

Lamina 10/17 E3

Lamina 5/17 E3

Lamina 10/17 E3

Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura
1 1209.2 1 1606.8 1 616.6 1 579
2 1294.2 2 1321.4 2 831.9 2 550.7
3 1690.9 3 1501.9 3 487.9 3 650.7
4 1225.6 4 1387.2 4 683.1 4 595.5
5 1340.6 5 1335.8 5 702.9 5 649
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Tabela II: Medicdo de alturas — Laminas do grupo |l (teste)

GRUPO Il - TESTE

DORSAL VENTRAL
Léamina 11/17 E3 Lamina 16/17 E3 Lamina 11/17 E3 Lamina 16/17 E3
Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura
1 1569.8 1 1337.1 1 870 1 618.5
2 1361.8 2 1314.9 2 789.5 2 702.9
3 1289.8 3 1291.9 3 827.3 3 474.3
4 1247.3 4 1321.5 4 594 4 530.3
5 1125.1 5 1572.9 5 743.7 5 513.5

Lamina 12/17 E3

Lamina 17/17 E3

Lamina 12/17 E3

Lamina 17/17 E3

Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura
1 2186.6 1 2637.4 1 5771 1 540.8
2 2080.6 2 1408.6 2 417.9 2 782.3
3 2180.1 3 1335.8 3 666.1 3 523.9
4 1947 4 1531.2 4 616.6 4 788.3
5 1913.7 5 1068.3 5 618.5 5 526.9

Lamina 13/17 E3

Lamina 18/17 E3

Lamina 13/17 E3

Lamina 18/17 E3

Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura
1 1654.8 1 2388.3 1 902.5 1 660.7
2 1727.5 2 2083.9 2 740 2 870
3 1462.6 3 2413.2 3 684.1 3 552
4 1594.8 4 2372.2 4 803 4 962.1
5 1646.6 5 2413.2 5 882.3 5 942

Lamina 14/17

Lamina 19/17 E3

Lamina 14/17 E3

Lamina 19/17 E3

Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura
1 2659.2 1 2531.6 1 1127.7 1 720
2 2227.4 2 2005.3 2 1533.2 2 743.7
3 2263.6 3 2536.5 3 1635.1 3 823.8
4 2181.2 4 2253.1 4 1677.5 4 761.6
5 2016.3 5 1702 5 1379 5 488.4

Lamina 15/17 E3

Lamina 20/17 E3

Lamina 15/17 E3

Lamina 20/17 E3

Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura Microfotografia Altura
1 1245.1 1 1736 1 471 1 488.4
2 1230 2 1816.5 2 484.7 2 610.8
3 1401.5 3 1793.2 3 726.2 3 618.5
4 1230.4 4 1371.7 4 776.8 4 607.8
5 1300.4 5 1972.3 5 700 5 660.7
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