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RESUMO 

O Curcumin apresenta potencial terapêutico no tratamento e prevenção de doenças crônicas, 

inclusive câncer. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto do tratamento 

sistêmico do curcumin sobre os períodos iniciais da carcinogênese bucal induzida pelo 4-

NQO em ratos. Quarenta ratos distribuídos em quatro grupos (n=10) foram tratados com 

solução de 50 ppm de 4-NQO dissolvido na água de beber ad libitum durante todo período 

experimental, que ocorreu em 8 e 12 semanas, sendo que dois desses grupos foram tratados 

com 30 ou 100 mg/kg de peso corporal de curcumin diariamente por gavagem oral, e um 

grupo tratado com veículo no volume correspondente à maior dose de curcumin. Os animais 

do grupo controle negativo (n=10) foram sacrificados no início do experimento. Os cortes 

histológicos, provenientes da língua dos animais, foram corados por H&E ou submetidos à 

reação de imunohistoquímica para detecção de PCNA, Bcl-2, SOCS1 e -3 , e STAT3. Parte 

das peças foi utilizada para a verificação da expressão de Vimentina, Cdh1, Cdh2 e TWIST1 

por RT-qPCR. O tratamento com 100mg/kg de peso corporal de curcumin por 12 semanas, 

principalmente, diminuiu os valores do H-score de PCNA, Bcl-2, SOCS3, STAT3, enquanto 

aumentou SOCS1, além de reduzir as atipias celulares observadas na análise morfológica do 

epitélio lingual. A expressão dos genes avaliados por RT-qPCR também foi reduzida pelo 

tratamento com curcumin, independentemente da dose utilizada. Os resultados do presente 

estudo demonstram que o curcumin acaba por intervir e atenuar o desenvolvimento do 

processo carcinogênico. 

Palavras-chave: 4-Nitroquinolina-1-Óxido, Ratos, Língua, Curcumina, Marcadores 

biológicos de tumor. 



Gonçalves VP. Action of curcumin on the initial stages of oral carcinogenesis induced by 4-

NQO in a murine model [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia  

da UNESP; 2014. 

ABSTRACT 

Curcumin has therapeutic potential in the treatment and prevention of chronic diseases , 

including cancer. The aim of this study was to evaluate the impact of systemic treatment of 

curcumin on the initial periods of oral carcinogenesis induced by 4 - NQO in rats. Forty rats 

were distributed into four groups (n = 10) and treated with 50 ppm of 4-NQO solution 

dissolved in the drinking water ad libitum throughout the experimental period, which 

occurred at 8 and 12 weeks , with two of these groups were treated with 30 or 100 mg / kg 

body weight daily by oral gavage curcumin, and a group treated with vehicle corresponding to 

larger dose of curcumin volume. The animals in the negative control group (n = 10 ) were 

sacrificed at the beginning of the experiment. Histological sections, from the language of 

animals, were stained with H&E or subjected to immunohistochemical analysis for detection 

of PCNA, Bcl-2, SOCS1 and -3, and STAT3. Part of the pieces was used to check the 

expression of vimentin, Cdh1, Cdh2 and TWIST by RT - qPCR . Treatment with 100mg/kg 

body weight of curcumin for 12 weeks, mainly, decreased the values of the H -score of 

PCNA, Bcl-2, SOCS3, STAT3 , while increased SOCS1 , and reduce cellular atypia observed 

in the morphological analysis of lingual epithelium. The gene expression assessed by RT- 

qPCR was also reduced by treatment with curcumin, regardless of the dose used. The results 

of this study demonstrate that curcumin eventually intervene and attenuate the development of 

the carcinogenic process. 

Keywords: 4-Nitroquinoline-1-oxide, Rats, Tongue, Curcumin, Tumor markers biological. 
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1 INTRODUÇÃO 

             

         Classicamente as lesões pré-malignas da cavidade oral são constituídas por epitélio de 

revestimento que pode estar morfologicamente e funcionalmente afetado, cujo risco de 

transformação maligna é maior quando comparado a um tecido clinicamente saudável 

(Mithaini et al.53, 2007). As alterações morfológicas e funcionais, responsivas aos gatilhos 

genéticos e ambientais no início da transformação de uma lesão pré-maligna em maligna, são 

caracteristicamente precedidas por instabilidade ou alterações genômicas, o que denota que os 

agentes carcinogênicos que atuam nessa fase da doença, inflijam lesão genética viabilizando o 

potencial maligno da lesão (Gasche et al. 26, 2012).  

         Embora as bases genéticas das lesões pré-malignas sejam pouco elucidadas, há de se 

considerar que as mutações que regulam as alterações essenciais para a transformação 

maligna, como a autossuficiência nos sinais de crescimento, instabilidade aos sinais inibidores 

de crescimento, evasão da apoptose, potencial de replicação ilimitado, manutenção da 

angiogênese, capacidade de invasão e metástase, e defeitos no reparo do DNA, sejam 

estudadas.  O antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), genes reguladores de apoptose 

(Bcl-2), genes supressores de sinalização de citocinas (SOCS), genes transdutores de sinais e 

ativadores da transcrição (STAT), além dos biomarcadores Vimentina, Cdh1 e Cdh2, e 

TWIST são exemplos de proteínas envolvidas na carcinogênese de forma geral e merecem 

atenção quando se aborda a transformação de lesão pré-maligna oral em maligna (Feng et 

al.24, 2013; Ohara et al. 61, 2013; Placzek et al. 67, 2010; Rong et al. 72, 2013; Wang et al. 92, 

2013).  

         Nesse sentido, para se estabelecer uma estratégia eficaz no tratamento ou prevenção do 

desenvolvimento do câncer é essencial identificar aspectos característicos da doença e ao 

mesmo tempo identificar proteínas ou marcadores relacionados. A identificação ou 
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desenvolvimento de drogas químicas ou fitoterápicos propõe novas modalidades terapêuticas 

àquelas já estabelecidas para tais finalidades. Tratamentos alternativos, ainda que 

experimentalmente aplicados, acenam de modo positivo no sucesso da involução ou inibição 

da transformação de alguns tipos de tumores. Um dos fitoterápicos amplamente estudados em 

carcinoma já estabelecido é o curcumin, um composto polifenólico derivado do rizoma da 

planta Curcuma longa, que demonstra excelente tolerância e ausência de efeitos secundários e 

não desejáveis quando administrado sistemicamente em diferentes dosagens (Guimarães et 

al.30, 2011; Guimarães et al. 31, 2012). O curcumin inibe a proliferação celular e estimula a 

apoptose em linhagens celulares de câncer bucal de células escamosas (Aggarwal et al. 4, 

2004; Sharma et al. 74, 2006), age como um potencializador dos efeitos apoptóticos de agentes 

quimioterápicos (Kamat et al. 38, 2007) e reduz a expressão de STAT3 (Weissenberger et al.93, 

2010). 

         Levando-se em consideração o fato do curcumin ser promissor adjuvante no tratamento 

do câncer de modo geral, incluindo o carcinoma de cavidade oral, elaborou-se a hipótese 

sugerindo que esse fitoterápico poderia ter um papel importante nos processos iniciais da 

carcinogênse bucal experimental induzida pelo óxido de nitroquinolina (4-NQO). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Alvos como perspectivas para intervenção no processo de carcinogênese 
 

         O esforço para combater o câncer levou a muitas descobertas fundamentais no campo da 

biologia celular, inclusive de várias proteínas que possuindo anormalidades na sua função 

podem levar a um crescimento descontrolado das células, aumento da divisão, diminuição da 

morte celular, ou outras características aberrantes das células cancerosas. Essas proteínas 

podem estar envolvidas na reparação do DNA, na sinalização, ciclo e crescimento celular, 

bem como na morte programada das células (Alberts et al. 5, 2008) 

         Portanto, conhecendo-se a existência de eventos biomoleculares envolvidos ao 

desenvolvimento e progressão do processo carcinogênico, o entendimento dos mecanismos 

que resultam na transformação de uma célula normal em neoplásica perpassa sobre as 

alterações moleculares, que por sua vez, envolvem proteínas sinalizadoras intracelulares. Com 

o advento de novas técnicas de biologia molecular, oportunidades adicionais têm sido 

proporcionadas para ampliar, por exemplo, a compreensão dos mecanismos subjacentes da 

progressão das lesões displásicas para carcinoma oral de células escamosas (OSCC). Dessa 

forma, através da possibilidade de identificação de alterações genéticas envolvidas no 

desenvolvimento displásico, necessárias para proceder de forma irreversível o OSCC, torna-se 

possível o desenvolvimento de terapias específicas. Assim, o processo de transformação 

maligna pode ser detido ou mesmo revertido (Brennan et al. 10, 2007). 

         Nesse contexto, onde a carcinogênese envolve diferentes vias moleculares e centenas de 

moléculas desreguladas, incluindo fatores de crescimento, receptores de fatores de 

crescimento, fatores de transcrição, e genes que regulam a apoptose e proliferação, o 

curcumin pode ser estabelecido como perspectiva para intervenção no processo de 
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carcinogênese, por ter demonstrada sua atividade sobre várias moléculas envolvidas nesse 

processo (Shishodia et al. 75, 2007).    

 

2.2 Vias moleculares relacionadas à carcinogênese 

         A carcinogênese, como descrito por Kumar et al. 43 (2013), envolve a aquisição de 

algumas alterações essenciais na fisiologia celular: autossuficiência em sinais de crescimento, 

insensibilidade a sinais anti-proliferativos, evasão à apoptose, potencial replicativo ilimitado, 

contínua angiogênese, e a invasão de tecidos e metástases. Nesse âmbito, atuam alguns genes 

reguladores como os proto-oncogenes promotores de crescimento, genes supressores de 

tumor, inibidores do crescimento, genes que regulam a morte celular programada (apoptose) e 

genes envolvidos no reparo do DNA (Kumar et al. 43, 2013). Envolvidas a esses mecanismos, 

a atividade e propriedades de algumas proteínas específicas, como o antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA), reguladores de apoptose (Bcl-2), supressores de sinalização de 

citocinas (SOCS), transdutores de sinais e ativadores da transcrição (STAT3), além dos 

biomarcadores Vimentina, Cdh1, Cdh2 e TWIST, vêm sendo atribuídas ao desenvolvimento e 

progressão do câncer (Liu et al. 48, 2010; Ogata et al. 60, 2006; Ohara et al.61, 2013; Placzek et 

al. 67, 2010; Wang et al. 92, 2013; Yuen et al. 96, 2007; Zhang et al. 98, 2013). 

 

2.2.1 PCNA e Bcl-2 

         O Antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) atua como coordenador no 

recrutamento de proteínas moleculares envolvidas na síntese de DNA, no controle do ciclo 

celular, e na resposta e reparo a danos ao DNA (Komatsu et al. 42, 2000; Paunesku et al. 66, 

2001; Maga et al. 49, 2003; Zhao et al. 100, 2012). Em seu trabalho, Rong et al. 72 (2013) 

pesquisaram a atividade do PCNA em animais com câncer, e observaram a expressão da 

proteína nos núcleos das células durante a fase de síntese de DNA do ciclo celular, 
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constituindo um importante marcador indicador da proliferação do tumor, demonstrando 

ainda, menor atividade da proteína nos grupos de animais que receberam tratamento e 

obtiveram uma menor progressão do câncer (Rong et al. 72, 2013). 

         Paralelo à proliferação celular, a apoptose (morte celular programada) é outro 

mecanismo essencial ao processo carcinogênico, apesar de as células cancerosas 

desenvolverem a capacidade de evitá-la por meio da regulação positiva de proteínas anti-

apoptóticas e / ou de regulação negativa de vias de sinalização pró-apoptóticas, destacando-se 

a família de ambas as proteínas pró e anti-apoptóticas de Bcl -2, reguladoras centrais dos 

mecanismos de apoptose (Placzek et al. 67, 2010). Este gene, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), é um 

proto-oncogene descoberto originariamente por análise de translocação cromossomal 

associada ao linfoma folicular de células B, e quando ativado atua suprimindo a apoptose 

(Bakhshi et al. 8, 1985; Tsujimoto et al. 87, 1985). 

 

2.2.2 STAT e SOCS  

         Ainda, associados aos mecanismos de proliferação e morte celular programada, 

encontram-se os Transdutores de sinais e ativadores de transcrição (STAT), um grupo de 

fatores de transcrição latente no citoplasma celular constituindo-se de sete diferentes 

membros (Darnell 18, 1997), dentre os quais se destaca o STAT3 por contribuir com a 

sobrevivência e crescimento celular através de um aumento da expressão das proteínas anti-

apoptóticas, tais como Bcl-2 (Shishodia et al. 75, 2007). Portanto, os fatores de transcrição 

STAT e, especialmente STAT3, desempenham um papel vital na iniciação e progressão do 

câncer (Buettner et al. 11, 2002; Pardoll et al. 65, 2009), apresentando elevada atividade em 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (Grandis et al. 29, 1998; Shishodia et 

al.75, 2007); estando sua expressão relacionada ao SOCS3, principal regulador negativo 

supressor da sinalização de citocina (Wang et al. 92, 2013). A remissão da expressão de 
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SOCS3, como descrito por Ogata et al. 60 (2006), conduz à hiperativação de STAT3 podendo 

contribuir no processo de carcinogênese e desenvolvimento de neoplasias malignas através da 

indução de múltiplos genes onco-promotores (Ohara et al. 61, 2013). 

         O Supressor de sinalização de citocinas, SOCS3, assim como SOCS1, são proteínas da 

mesma família classificadas como reguladoras negativas das vias de sinalização STAT 

(Yasukawa et al. 95, 2000) e, por meio dessa atividade estão relacionadas no processo de 

desenvolvimento de câncer (Ohara et al. 61, 2013). SOCs3 é considerado supressor de tumor, 

estando silenciado em diversos tipos de cânceres humanos, dentre eles o carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço; e quando restaurada sua expressão, tem sido relatada a 

supressão do crescimento de células de vários tipos de tumores em humanos (Isomoto 36, 

2009; Molavi et al. 54, 2013; Tokita et al. 86, 2007).  

         A proteína SOCS1 em alguns casos apresenta expressão elevada em algumas células 

tumorais e, em outros, sua expressão está silenciada (Zhang et al. 97, 2012). Ainda, pode 

influenciar a transdução de sinais proliferativos através da regulação STAT atuando na 

sobrevivência, diferenciação e transformação celular como descrito por Cooper et al. 17 (2010) 

(Zhang et al. 97, 2012).  

 

2.2.3 TWIST1 e Vimentina 

         O TWIST1 constitui-se de um regulador mestre da migração celular e reorganização do 

tecido durante a embriogênese (Castanon, Baylies 13, 2012), onde além de desempenhar papel 

central no desenvolvimento normal, encontra-se implicado em vários tipos de carcinomas, e a 

sua sobre-expressão correlacionada com a progressão de tumores e fenótipos malignos. 

Portanto, desempenha papel fundamental na progressão de um tumor primário para a fase 

metastática (Zhang et al. 99, 2007), induzindo a transição de célula epitelial em mesenquimal, 
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e promovendo a invasão das células cancerosas, ambos os passos importantes na progressão 

do câncer (Yuen et al. 96, 2007; Silva et al. 77, 2012).  

         Relacionada também ao processo de transição da célula epitelial para mesenquimal 

(EMT), está a vimentina, que é um filamento de tamanho intermediário altamente expresso 

em células mesenquimais onde normalmente é encontrada, embora por vezes sua expressão 

ocorra em células epiteliais migratórias, tais como durante a embriogênese e a cicatrização de 

feridas (Liu et al. 48, 2010).  Sua expressão em células epiteliais bucais foi patologicamente 

associada à invasão tumoral e metástases (Liu et al. 48, 2010; Mandal et al. 50, 2008; Nijkamp 

et al. 57, 2011), o que sugere seu envolvimento na invasão ou migração de células epiteliais, 

sendo portanto, utilizada na identificação de células cancerosas em processo de transição 

epitelial para mesenquimal (Liu et al. 48, 2010, Nijkamp et al. 57, 2011). 

 

2.2.4 Caderinas 

         As caderinas são moléculas de adesão celular, que têm um papel importante na 

morfogênese tecidual, desempenhando importante papel na adesão celular e formando 

junções aderentes entre as células de determinando tecido (Marie, Haÿ 52, 2013).  

         A família das caderinas engloba diferentes tipos de moléculas, destacando-se as E- 

caderinas (Cdh1- caderina epitelial) e N-caderinas (Cdh2 – caderina mesenquimal), que 

compartilham muitas características estruturais e funcionais, participando no estabelecimento 

da adesão célula-célula dependente de cálcio (Zhang et al. 98, 2013). Portanto, estão também 

relacionadas ao processo de transição da célula epitelial para mesenquimal, considerando-se 

que uma das características dessa transição é a diminuição de adesões célula-célula, que 

ocorre especialmente devido à redução da E-caderina e caracteriza a invasão de células 

cancerosas (Zhang et al. 98, 2013).  
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2.3 Curcumin 

 

2.3.1 Histórico 

         Curcumin é um composto polifenólico derivado do rizoma da planta Curcuma longa, 

evidenciado por diversos trabalhos in vitro, in vivo e clínicos como um fitoterápico de grande 

eficácia terapêutica em diversificada gama de doenças crônicas destacando-se alguns tipos de 

cânceres (pele, pâncreas e câncer hematológico) (Teiten et al. 85, 2010; Zhang et al. 97, 2012; 

Zong et al. 101, 2012), sendo as propriedades anti-neoplásicas desse turmérico descritas pela 

primeira vez por Kuttan et al. 44 (1985) através de cultura de tecidos, além de estudos in vivo 

em camundongos demonstrando a inibição do crescimento de câncer e redução do 

desenvolvimento de tumores; e ainda, o mesmo autor descreveu essa atividade anti-neoplásica 

em humanos em 1987 (Aggarwal et al. 3, 2013). 

         Desde então, os efeitos antineoplásicos do curcumin tem sido estudados intensamente, e 

diversos mecanismos biológicos descritos (Aggarwal et al. 1, 2003; Ravindran  et al. 69, 2009).  

 

2.3.2 Vias de administração, absorção e metabolismo 

         O curcumin é particularmente interessante para aplicações terapêuticas, devido os seus 

efeitos anti-proliferativos serem potentes e ocorrerem em concentrações micromolares; sendo 

sua administração descrita por via intravenosa (Zou et al. 102, 2013), intraperitoneal 

(Swarnakar et al. 82, 2005) ou oral (Guimarães et al. 30, 2011), esta a forma mais comumente 

utilizada.  

         Entretanto, muitos estudos em camundongos, ratos e seres humanos revelaram uma 

baixa biodisponibilidade do curcumin (Aggarwal 2, 2007; Goel et al. 28, 2008), limitando sua 

aplicação clínica, o que se deve também à sua baixa solubilidade em água, rápido 
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metabolismo pelo fígado e parede intestinal, e degradação em pH fisiológico (Bisht et al. 9, 

2010). O curcumin, que é estável sob condições ácidas, pode ser estabilizado pelas proteínas 

do plasma a partir de um pH ≥ 6,8 (Wang et al. 91, 1997), sendo rapidamente metabolizado em 

animais para a forma de tetrahidrocurcumin (THC), hexahidrocurcumin (HHC) e os 

conjugados de glucoronídeo ou sulfato, que são excretados através da bile e urina (Vareed et 

al. 89, 2008; Pan et al. 63, 1999) (Zou et al. 102, 2013). 

         A segurança, tolerabilidade e não toxicidade do fitoterápico, em doses elevadas, estão 

bem estabelecidas por testes clínicos em humanos (Gupta et al. 34, 2012), da mesma forma que 

demonstra excelente tolerância e ausência de efeitos colaterais quando administrado em ratos 

(Guimarães et al. 30, 2011). 

 

2.3.3 Atividade anti-neoplásica 

         O curcumin suprime a ativação de vários fatores de transcrição que estão implicados no 

processo de carcinogênese (Aggarwal et al. 3, 2013), sendo descrito como supressor do 

crescimento e proliferação de uma grande variedade de linhagens de células tumorais de 

diferentes origens de tecido, por suprimir as proteínas reguladoras do ciclo celular; estando 

seu efeito anti-proliferativo dependente do tipo de célula, a concentração do fitoterápico, e 

duração do tratamento (Shishodia et al. 75, 2007). Ainda, seu principal mecanismo de atuação 

na carcinogênese é a indução de apoptose em células tumorais, por atuar diminuindo a 

expressão de membros anti-apoptóticos da família Bcl-2, ao mesmo tempo em que eleva a 

expressão de proteínas pró-apoptóticas (Aggarwal 4, 2004). Um dos mecanismos observados 

na atividade anti-tumoral do curcumin foi a indução de apoptose numa variedade de células 

cancerosas através da ativação de caspase-3 (Belakavadi et al. 7, 2005), regulação das vias de 

sinalização MAPK, como descrevem Javvadi et al. 37 (2008) e Nimmannit et al. 56 (2010) (Cao 

et al. 12, 2013). Papiez 64 (2013) em seu estudo, avaliou o papel do curcumin (100 e 200 mg/kg 
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por gavagem oral) sobre o dano no DNA de células da medula óssea por uma droga 

específica, e demonstrou que curcumin atenuou significativamente as lesões no DNA, além de 

reduzir significativamente a quebra da cadeia de DNA. Ainda, como citado na literatura, o 

curcumin atua reduzindo a expressão de STAT3 e TWIST1 (Weissenberger et al. 93, 2010), 

além de promover apoptose através da diminuição  da expressão de Bcl-2 e aumento de 

proteínas pró-apoptóticas (Li et al. 46, 2013). 

         Embora exista uma grande variedade de trabalhos demonstrando os efeitos anti-tumorais 

do fitoterápico contra diversos tipos de células cancerosas, especificamente em câncer oral há 

pouca informação sobre a eficácia e mecanismos moleculares da atuação do curcumin. 

Contudo, existem evidências de que o curcumin inibe a proliferação e induz apoptose em 

linhagens celulares de câncer oral de células escamosas (OSCC), sendo estes efeitos dose-

dependentes (Aggarwal et al. 4, 2004; Elattar et al. 22, 2000; Sharma et al. 74, 2006). E ainda, 

em cultura de células derivadas de carcinoma oral de células escamosas, foi demonstrada a 

ocorrência de morte celular induzida por mecanismo de autofagia (Kim et al. 41, 2012). 

         Recentemente, a administração intraperitoneal de curcumin reduziu de forma 

significante, embora não dose-dependente, o tamanho de tumores bucais de células escamosas 

em modelos in vivo de xenoenxerto, efeito este atribuído à inibição da proliferação celular 

pela paralisação do ciclo celular na fase G2/M, simultaneamente a um aumento da apoptose 

(Lin et al. 47, 2010). Estudos in vivo têm revelado a potente ação do curcumin sobre o 

desenvolvimento de câncer oral, atuando como agente anti-neoplásico em modelos animais de 

carcinogênese (Li et al. 45, 2002; Manoharan et al. 51, 2009), inclusive reduzindo de forma 

acentuada lesões pré-malignas induzidas por 4-NQO, como demonstrado por Tanaka et al. 83 

(1994). A administração tópica do fitoterápico sobre carcinoma oral em humano proporcionou 

redução no tamanho da lesão oral, e também melhorias a nível histológico em lesões pré-

malignas (Goel et al. 27, 2007) (Anand et al. 6, 2008). 
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2.4 Carcinogênese oral experimental pelo Óxido de Nitroquinolina (4-NQO) 

 

         O óxido de nitroquinolina constitui-se de um carcinógeno químico pertencente ao grupo 

dos hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA), estando amplamente empregado na 

produção da carcinogênese experimental em animais devido sua aplicação induzir a formação 

de estágios sequenciais do processo carcinogênico, proporcionando alterações histológicas e 

moleculares similares as que ocorrem no ser humano, as quais são possibilitadas pela 

capacidade do 4-NQO em exercer potente estresse oxidativo intracelular, por gerar 4-

hidroxiaminoquinolona-N-óxido (4HAQO), um produto metabólico que se liga ao DNA 

(Kanojia et al. 39, 2006). 

         Alguns métodos utilizando-se o carcinógeno foram estabelecidos na pesquisa da 

carcinogênese oral experimental, desde sua aplicação tópica à administração por diluição na 

água de beber dos animais, e em períodos de tempo variando entre 4 à 12, 20 e 28 semanas 

(Henriques et al. 35, 2011; Nogutti et al. 59, 2012). As lesões induzidas pelo 4-NQO estão 

relacionadas ao período de exposição, sendo sua severidade diretamente proporcional ao 

aumento do tempo, ocorrendo desde hiperplasias, displasias em variados graus, à carcinomas 

in situ e invasivo (Tang et al. 84, 2004; Nogutti et al. 59, 2012); onde além do período de 

aplicação, a concentração de diluição do 4-NQO também influencia modificando a quantidade 

e o tempo de aparecimento das lesões (Kanojia et al. 39, 2006; Svensson, Heiden 81, 1982; 

Stleider, Reade 79, 1984). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

3.1 Hipótese 

Diante da assertiva que o curcumin tenha um grande potencial terapêutico por apresentar 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e anti-tumorais, aventou-se a hipótese que esse 

pigmento administrado sistemicamente possa agir sobre as fases iniciais da carcinogênese oral 

induzida pelo 4-NQO.    

 

3.2 Objetivos específicos 

Avaliar in vivo o impacto do tratamento sistêmico com solução de curcumin/óleo de 

milho sobre as alterações epiteliais induzidas pelo 4-NQO, levando em consideração: 

 Análise morfológica de cortes de língua corados por H&E 

  Imunomarcação de antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), de genes 

reguladores de apoptose (Bcl-2), de genes supressores de sinalização de citocinas 

(SOCS1 e 3) e de gene transdutor de sinal e ativador da transcrição (STAT3);  

 Assim como a expressão gênica por RT-qPCR de Vimentina, Cdh1, Cdh2 e 

TWIST1. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 

4.1 Animais 

         Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP (Proc. CEUA 

nº 14/2012) (Anexo). 

         Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvergicus albinos, Holtzman), machos, com 

aproximadamente 3-4 meses de idade, provenientes do Biotério Central do Campus de 

Araraquara. Os animais foram aleatoriamente separados em 5 grupos de 10 animais e 

mantidos em gaiolas plásticas (5 animais por gaiola) em um ambiente com temperatura 

(21±1 ̊C), umidade (65-75%) e ciclos de luz (12h claro-12 escuro) controlados, com livre 

acesso à ração e água. Os animais do grupo controle negativo (grupo 1), que não foram 

submetidos a nenhum tipo de tratamento, foram sacrificados no primeiro dia do experimento 

(Vered et al. 90, 2007; Noguti et al. 59, 2012). Os outros 4 grupos  foram submetidos ao 

tratamento com solução de 4-NQO (Sigma, USA) 50 ppm dissolvida na água de beber 

durante todo o período experimental, realizado em 8 e 12 semanas. O protocolo de tratamento 

com 4-NQO se baseia no processo de iniciação, promoção e progressão do tumor no rato, 

semelhante ao que acontece no ser humano (Ribeiro et al. 70, 2007).  

 

4.2 Tratamento com Curcumin 

         Dos quatro grupos submetidos ao tratamento com 4-NQO, dois foram tratados 

diariamente com 30 mg/Kg (grupo 3) ou 100 mg/Kg (grupo 4) de peso corporal/dia de 

Curcumin (Sigma / Life Science SLBD0850V) diluído em óleo de milho, via oral. O grupo 2, 

utilizado como controle ao tratamento com curcumim, foi tratado com óleo de milho no 
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volume correspondente à maior dose de curcumin; e o grupo 5 não recebeu nenhum tipo de 

tratamento além da administração de 4-NQO. Guardando os respectivos períodos 

experimentais, todos os ratos foram sacrificados por aprofundamento anestésico composto por 

cetamina (80mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

4.3 Observações macroscópicas 

         Após o sacrifício dos animais do grupo controle negativo e dos grupos experimentais, a 

língua de cada animal (n=5) foi retirada, fixada em formol tamponado a 10% (pH 7.2) durante 

pelo menos 48h. Após a fixação realizou-se a análise macroscópica das línguas. Foi 

Figura 1 – Distribuição dos grupos de ratos submetidos ou não ao tratamento com 4-NQO. Dos 
grupos submetidos ao tratamento com 4-NQO, dois grupos foram tratados com 30 ou 100 mg/kg de 
peso corporal de curcumin, e um grupo com veículo, diariamente, via oral durante todo o 
experimento. Os ratos foram sacrificados  após 8 ou 12 semanas após o início do experimento.  
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observado se houveram modificações de contorno, alterações de coloração, úlceras e lesões 

exofíticas. Em seguida as línguas foram lavadas em água corrente por 24h. Após estes 

procedimentos, as línguas foram incluídas em parafina para obtenção de cortes semi-seriados 

de 5μm de espessura no sentido longitudinal (ântero-posterior). Foram obtidos 40 cortes da 

língua, por animal de cada grupo, onde metade dos cortes foi corada com Hematoxilina e 

eosina (H&E), e a outra metade submetida à reação de imunohistoquímica.  

 

4.4 Observações microscópicas 

         A análise descritiva dos padrões morfológicos foi realizada com auxílio de um 

microscópio de luz transmitida comumente (Carl Zeiss, Germany). De acordo com os achados 

histológicos as lesões foram classificadas em displasias e suas variações. 

         Nas regiões que apresentaram displasias, foram adotados os critérios de Smith, Pindborg 

76 (1969) para avaliação. As alterações do epitélio displásico avaliadas foram: cristas 

interpapilares bulbosas ou em forma de gota, perda de polaridade das células basais, 

estratificação irregular do epitélio, queratinização de células individuais ou grupos de células 

da camada espinhosa e perda de coesão celular típica. As alterações das células displásicas 

avaliadas também seguiram os critérios de Smith, Pindborg 76 (1969): núcleos grandes e 

proeminentes, relação núcleo/citoplasma aumentada, núcleos hipercromáticos, pleomorfismo 

celular, aumento na atividade mitótica, presença de mitoses atípicas. 

         Na presença de tais alterações, era realizada a classificação quanto à intensidade 

displásica de acordo com os critérios propostos por Van Der Waal 88 (1997): 

 Displasia leve: alterações limitadas à porção basal e parabasal do epitélio. 

 Displasia moderada: presença de alterações desde a camada basal até a porção média 

da camada espinhosa. 
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 Displasia severa: alterações desde a camada basal até um nível acima da porção média 

do epitélio. 

         Sempre se considerou na avaliação de um mesmo animal a lesão de maior severidade 

para fins de classificação. 

 

4.5 Imunohistoquímica  

         Foram utilizados cortes histológicos da porção posterior da língua de 5 animais por 

grupo e de ambos os períodos (8 e 12 semanas), para a realização da reação de 

imunohistoquímica e detecção de antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), 

marcadores de apoptose (Bcl-2), bem como supressores da sinalização de citocinas (SOCS1 e 

SOCS3), e transdutor de sinais e ativador da transcrição (STAT3). O procedimento para 

imunohistoquímica foi otimizado para cada anticorpo/proteína alvo: PCNA (1:100 – 

Invitrogen 133900), Bcl-2 (1:200 – abcam 7973), SOCS1 (1:200 – Santa Cruz Biotechnology 

9021), SOCS3 (1:200 – abcam 16030), STAT3 (1:200 – Santa Cruz Biotechnology); e a 

detecção das proteínas alvo realizada pelo sistema DAB-streptavidina (LSAB-2, Dako 

Cytomation). Em síntese, cortes seriados (5 μm de espessura) das peças incluídas em parafina 

foram obtidos e subsequentemente montados em lâminas silanizadas. As lâminas receberam 

lamínulas de vidro colocadas com permount, devidamente nas condições a serem observadas 

e fotografadas com microscópio de luz transmitida comumente. A análise da intensidade da 

marcação por imunohistoquímica foi realizada pelo método H-score. Para a determinação do 

H-score, tanto a intensidade (0-3) da marcação positiva quanto a percentual (0-100) de células 

com marcação positiva de uma determinada intensidade foram levados em consideração. Por 

exemplo, uma amostra com 10% das células com intensidade 3; 30% das células com 

intensidade 2; 20% com intensidade 1 e 40% das células não coradas resultará em um H-score  
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de 110 - (10x3)+(30x2)+(20x1)+(40x0) =110. O H-score foi determinado para cada proteína 

alvo e combinado para cada grupo experimental.  

 

4.6 Expressão gênica de RNAm - RT-qPCR em tempo real 

 

         Foram utilizadas amostras de 5 animais por grupo, referentes apenas ao período de 12 

semanas. O RNA total referente à parte final da região posterior das línguas coletadas, foi 

extraído com o kit RNeasy MiniR (Qiagen) segundo as instruções do fabricante. A quantidade 

e pureza do RNA proveniente das amostras foram determinadas em espectrofotômetro de luz 

UV por meio da avaliação das absorbâncias a 260 nm e da relação entre as absorbâncias a 

260/280 nm, respectivamente. A síntese do DNA complementar (cDNA) foi feita por reação 

de transcrição reversa (RT) de 300 ng de RNA total utilizando 2.5 μM de primers Oligo (dT)-

16 e 1.25 U/uL da transcriptase reversa obtida do vírus da leucemia Moloney de roedores 

(Moloney murine leukemia virus) na presenca de 5.5 mM de MgCl2, 2 mM de dNTPs e 0.4 

U/μL de inibidor de RNAse, segundo o protocolo do fabricante (High Capacity cDNA 

synthesis kit, Applied Biosystems). As reações de PCR foram feitas em placas de 96 poços 

com um volume final de 20 μL que inclui Taqman Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), Taqman Gene Expression Assays (Applied Biosystems) para cada gene: 

TWIST1 (twist homolog 1), Rn 00585470_s1; Vim (Vimentin), Rn00579738_m1; Cdh1 (E-

cadherin 1), Rn00580109_m1; Cdh2 (N-cadherin 2), Rn00580099; Gapdh (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase), NM008084. As condições das reações de PCR foram: 50οC por 2 

min, 95οC por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95οC por 15 segundos e 60οC por 1 minuto. 

Para cada amostra, as análises da expressão gênica foram realizadas em duplicata. Para 

normalizar a quantidade de cDNA total presente em cada reação, a expressão de GAPDH, que 

não foi alterada pelas condições experimentais, foi usada como controle endógeno por ser um 
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gene constitutivo. Para comparar os níveis de expressão entre as diferentes amostras, o nível 

de expressão relativa dos genes foi calculado usando o método comparativo CT utilizando o 

software da termocicladora. 

 

4.7 Análise dos resultados 

 

         Os dados obtidos da análise de imunohistoquímica e da expressão gênica foram 

analisados através de análise estatística utilizando-se o software GraphPad Prism 6 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Foi empregado o teste ANOVA (one-way) 

e como pós-teste foi utilizado o teste de Tukey, para comparações múltiplas entre os grupos 

de determinado período de tempo. Todos os testes desse estudo foram aplicados com nível de 

confiança de 95 % (p<0.05).  
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5 RESULTADO  

 
5.1 Peso Corporal dos Animais  

O tratamento com 4-NQO associado ou não com diferentes doses de curcumin ou veículo, 

não promoveram diferenças significativas no peso corporal dentro dos mesmos períodos 

experimentais. O ganho de peso corporal de todos os ratos após 8 e 12 semanas apresentou-se 

uniforme. 

 

5.2 Avaliação Macroscópica  

Os animais do grupo controle negativo apresentaram dorso lingual íntegro. Após 8 semanas 

de tratamento com 4-NQO ou 4-NQO+Veículo, observou-se discreto aumento na rugosidade 

da superfície dorsal da língua, que foi acentuada após 12 semanas de tratamento. Nesse 

período todos os animais apresentaram áreas opacas localizadas principalmente nas regiões 

média e posterior da língua. O tratamento com ambas as doses de curcumin não alterou as 

características macroscópicas observadas nos grupos tratados 4-NQO. Entretanto, foram 

alterações imensuráveis, devido ao tênue delimitação de contorno. 

 

5.3 Avaliação Microscópica (H&E)  

Microscopicamente, a língua dos ratos do grupo controle negativo apresentava-se recoberta 

por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, com presença de papilas gustativas e 

botões gustativos adjacentes. Observou-se que na região anterior o epitélio era mais plano, 

com interdigitações pouco proeminentes e, recoberto por uma delgada camada de queratina. A 

porção média apresentava discreto espessamento tanto do epitélio quanto da camada de 

queratina, essa já delineando aspecto de dente de serra.  



 40 

Na região posterior, região das papilas filiformes, o epitélio projetava-se de forma 

proeminente com formato de dente de serra que era recoberto por espessa camada de 

queratina. (Figuras 2A e 3A/ 4A e 5A).  

Após 8 semanas de tratamento com 4-NQO ou 4-NQO+Veículo, todos os ratos apresentaram  

principalmente na região posterior da língua, áreas com displasia epitelial severa.   

Caracteristicamente, a severidade da displasia epitelial se traduzia pela presença de atipias 

celulares em todo o estrato epitelial (Figuras 2B e 3B / 2C e 3C).  Essas alterações foram 

atenuadas quando os animais foram tratados com 30mg/Kg e 100mg/Kg de peso corporal de 

curcumin (Figuras 2D e 3D / 2E e 3E) (Tabela 1).  

Após 12 semanas de tratamento com 4 NQO ou 4 NQO + veículo observou-se a permanência 

da severidade da displasia, e que as atipias celulares eram mais proeminentes quando 

comparado ao grupo de 8 semanas (Figuras 4B e 5B / 4C e 5C) (Tabela 1). Em um caso, 

observou-se fenda do epitélio com rompimento da camada granulosa (Figuras 4B e 5B). Após 

o tratamento com 30mg/Kg de peso corporal de curcumin, apesar de ainda permanecer a 

severidade da displasia epitelial, observou-se que houve diminuição da presença de atipias 

celulares nos diferentes estratos do epitélio (Tabela 1); e o tratamento com 100mg/Kg de peso 

corporal de curcumin acentuou a redução das atipias celulares (Figuras 4D e 5D / 4E e 5E) 

(Tabela 1).  
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Tabela 1 – Critérios utilizados na caracterização m
icroscópica das alterações epiteliais encontradas nas línguas dos  anim

ais . 
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A 

B C 

E D 

Figura 2 – Fotomicrografias referentes à área posterior de língua, dos grupos do período experimental 
de 8 semanas. Grupo Controle Negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C 
(4-NQO + Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Podem ser 
observadas nas Figuras B e C alterações epiteliais acentuadas, com displasia severa; sendo que na 
imagem E podem ser observadas alterações em menor grau. Coloração H.E. x20 
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A 

B C 

E D 

Figura 3 – Fotomicrografias em maiores detalhes, respectivas às figuras dispostas na FIGURA 2, 
referentes à área posterior de língua, dos grupos do período experimental de 8 semanas. Grupo Controle 
Negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO + Veículo), Figura D (4-
NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Podem ser observadas nas Figuras B e C 
alterações epiteliais acentuadas, com displasia severa, caracterizada por mitoses atípicas estendendo-se 
até a camada granular, além de relação núcleo/citoplasma aumentada e desorganização das células da 

camada basal (ver setas), hiperqueratose (*), entre outras; sendo que na imagem E podem ser 
observadas alterações em menor grau, células basais justapostas, menor quantidade de mitoses, 
evidenciando a acentuada redução dessas atipias celulares. Coloração H.E. x40 

* 
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B 

A 

C 

E D 

Figura 4 – Fotomicrografias referentes à área posterior de língua, dos grupos do período 
experimental de 12 semanas. Grupo Controle Negativo - Figura A; Grupos experimentais – Figura B
(4-NQO), Figura C (4-NQO + Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 
mg/KgCurc). Neste período experimental podem ser observadas alterações epiteliais mais 
acentuadas quando comparadas ao período de 8 semanas (representadas nas figuras 2 e 3). E 
ainda, dentro do período de 12 semanas, numa análise comparativa com os demais grupos 
submetidos ao 4-NQO, pode-se verificar uma evidente e acentuada redução das alterações
epiteliais e atipias celulares no grupo tratado com 100mg/KgCurc.  Coloração H.E. x20 
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A 

B C 

D E 

Figura 5 – Fotomicrografias demonstrando maiores detalhes, respectivas às figuras dispostas na FIGURA 
4, referentes à área posterior de língua, dos grupos do período experimental de 12 semanas. Grupo 
Controle Negativo - Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO + Veículo), 
Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Pode-se observar na figura E 
alterações epiteliais e atipias celulares, porém com evidente e acentuada redução das mesmas, quando 
comparado aos demais grupos. Nesse grupo (4-NQO + 100 mg/KgCurc) as células da camada basal já 
demonstram-se organizadas de forma semelhante ao grupo controle. Coloração H.E. x40 
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5.4 Análise imunohistoquímica 

O PCNA apresentou marcação exclusivamente nuclear nas amostras analisadas. As amostras 

do grupo controle negativo apresentaram H-score = 273% sendo que a marcação foi restrita às 

células da camada basal. Após 8 e 12 semanas de tratamento com 4-NQO ou 4- 

NQO+veículo, a marcação para o PCNA aumentou 147% (H-score = 402%)%, 138% (H-

score = 378%%), 111% (H-score = 305%) e 96% (H-score = 264%) respectivamente, quando 

comparado ao grupo controle (p> 0.05).   

Independentemente da dose utilizada, o tratamento com curcumin por 8 semanas não alterou 

significativamente os valores de H-score quando comparado aos grupos tratados com 4-NQO 

ou 4-NQO+veículo (p>0.05). Após 12 semanas de tratamento com 100mg/Kg de peso 

corporal de curcumin o valor do H-score (229%) diminuiu quando comparado aos demais 

grupos, entretanto, os valores foram significativos quando comparado ao grupo tratado com 

30mg/kg de peso corporal de curcumin (H-score = 387%) (p< 0,05) (Figuras 6 e 7). 

Caracteristicamente, a marcação para o Bcl-2 nas amostras do grupo controle (H-score = 

146%) ocorreu em membrana celular das células epiteliais, distribuindo - se igualmente em 

todos os estratos do epitélio do dorso da língua, da mesma forma que nos grupos 

experimentais. Após 8 ou 12 semanas de tratamento com  4-NQO ou 4-NQO+Veículo, a 

marcação para Bcl-2 aumentou 226% (H-score = 331%), 265% (H-score = 387%)%, 210% 

(307%) e 174% (H-score = 255%) respectivamente, sendo que somente os valores obtidos 

após 8 semanas de tratamento foram significativos quando comparados ao grupo controle 

negativo (p< 0,05). Independentemente da dose de curcumin administrada por 8 semanas, 30 

ou 100 mg/Kg de peso corporal, os valores de H-scores aumentaram significativamente em 

relação ao grupo controle negativo, 312% (H-score=456%) e 332 % (H-score=486%), 

respectivamente (p< 0,05). Após 12 semanas, a maior dose de curcumin reduziu a marcação 
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de Bcl-2 comparado aos demais grupos experimentais, porém não foi estatisticamente 

significante (p> 0,05) (Figuras 8 e 9). 

A marcação do anticorpo SOCS1, que foi em membrana celular, apresentou positividade em 

100% das amostras avaliadas no grupo controle (H-score = 45%), ocorrendo nos diferentes 

estratos do epitélio, assim como no grupo experimental de ambos os períodos. Após 8 

semanas, houve aumento significativo de SOCS1 para o tratamento com 4-NQO (251%; H-

score = 113%)e 4-NQO+Veículo (70%; H-score = 103%) (p< 0,05), enquanto que em 12 

semanas a expressão de SOCS1 manteve-se elevada de forma significativa no grupo tratado 

com 4-NQO (177%; H-score = 80%), comparando-se com o grupo controle negativo (p< 

0,05). O tratamento com 30 mg/Kg de peso corporal de curcumin, por 8 semanas, aumentou a 

expressão do anticorpo em 344% (H-score = 155%) e de forma significativa em relação ao 

controle negativo (p< 0,05), permanecendo esse aumento, após 12 semanas, em ambos os 

grupos tratados com 30 (291%; H-score = 131%) e 100 mg/Kg (411%; H-score = 185%) de 

peso corporal de curcumin, que também ocorreu de forma significativa comparando-se ao 

controle negativo (p< 0,05) (Figuras 10 e 11). 

Para o anticorpo SOCS3 a imunomarcação ocorreu tanto em membrana citoplasmática quanto 

citoplasma, e apresentou positividade em 100% dos casos avaliados no grupo controle 

negativo (H-score = 39%), estando distribuída em todas as camadas epiteliais, demonstrando 

o mesmo padrão de distribuição nos grupos experimentais de ambos os períodos. No período 

de 8 semanas, o aumento da expressão de SOCS3 nos tratamentos com 4-NQO (505%; H-

score = 197%) e 4-NQO+Veículo (748%; H-score = 292%) diferiu estatisticamente do grupo 

controle negativo (p< 0,05), da mesma forma que no grupo tratado com 4-NQO+Veículo 

(274%; H-score = 107%) referente ao período de 12 semanas. A expressão de SOCs3 foi 

significativamente aumentada em 656% em relação ao controle negativo, com a dose de 30 

mg/Kg de peso corporal de curcumin (H-score = 256%) após 8 semanas (p< 0,05), e reduzida, 
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porém de forma não significativa, no grupo tratado com a maior dose de curcumin (464%; H-

score = 181%) (p> 0,05). Após 12 semanas, a expressão de SOCS3 foi reduzida de forma 

significativa para o tratamento com 100mg/Kg de peso corporal de curcumin (H-score = 

19%), em relação aos grupos tratados com 4-NQO+Veículo (H-score = 107%) e 30 mg/Kg de 

peso corporal de curcumin (H-score = 93%) (p< 0,05) (Figuras 12 e 13). 

A imunomarcação de STAT3 também ocorreu tanto em membrana quanto em citoplasma, 

ocorrendo em 100% das amostras do grupo controle negativo (H-score = 20%) e distribuindo-

se em todos os estratos epiteliais, assim como nos grupos experimentais dos dois períodos 

avaliados. Após 8 semanas, a expressão de STAT3 apresentou-se reduzida nos grupos 4-NQO 

(30%; H-score = 6%) e 4-NQO+Veículo (5%; H-score = 1%), este último diferindo de forma 

significativa dos grupos controle negativo e 4-NQO (p< 0,05). Em 12 semanas houve redução 

significativa na expressão de STAT3 no grupo tratado com 4-NQO (5%; H-score = 1%) 

quando comparado ao controle negativo. O tratamento com 100mg/Kg de peso corporal de 

curcumin em 8 semanas (H-score = 5%), reduziu em 25% e 83%, respectivamente, a 

expressão do anticorpo, que diferiu estatisticamente dos grupos controle negativo (H-score = 

20%) e 4-NQO (H-score = 6%) (p< 0,05). Após 12 semanas, a expressão de STAT3 em 

ambos os grupos tratados com curcumin, 30 e 100 mg/Kg de peso corporal, foi reduzida 

comparada ao grupo controle negativo, porém não demonstrando diferença significativa (p> 

0,05); e por outro lado, foi observado aumento de STAT3 em ambos os grupos tratados com 

curcumin, 30 (H-score = 56%) e 100 mg/Kg de peso corporal (H-score = 4%), apresentando 

diferença significativa em relação ao grupo 4-NQO (H-score = 1%) (p< 0,05) (Figuras 14 e 

15). 
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Figura 6 – Fotomicrografias evidenciando a marcação da proliferação celular pelo anticorpo PCNA em 
região posterior da língua, referente aos animais submetidos ao período de 8 semanas à carcinogênese 
por 4-NQO. Grupo Controle negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura 
C (4-NQO + Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/Kg). Reação 
de imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle 
negativo) 
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Figura 7 – Fotomicrografias evidenciando a marcação da proliferação celular pelo PCNA em região 
posterior da língua, referente aos animais submetidos ao período de 12 semanas à carcinogênese por 4-
NQO. Grupo Controle – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO + 
Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (+ p< 0,05 em relação ao grupo 
30mg/KgCurc) 
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Figura 8 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo Bcl-2 em região posterior da 
língua, referente aos animais submetidos ao período de 8 semanas à carcinogênese por 4-NQO . 
Grupo Controle – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO + 
Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle
negativo) 
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Figura 9 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo Bcl-2 em região posterior da 
língua, referente aos animais submetidos ao período de 12 semanas à carcinogênese por 4-NQO. 
Grupo Controle negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO 
+ Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/Kg de curcumin) e Figura E (4-NQO + 100 mg/Kg de 
curcumin). Reação de imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As 
barras nos gráficos indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação 
ao grupo 100mg/KgCurc) 
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Figura 10 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo SOCS1 em região posterior 
da língua, referente aos animais submetidos ao período de 8 semanas à carcinogênese por 4-NQO . 
Grupo Controle negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO 
+ Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle
negativo) 
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Figura 11 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo SOCS1 em região posterior 
da língua, referente aos animais submetidos ao período de 12 semanas à carcinogênese por 4-NQO. 
Grupo Controle negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO 
+ Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle
negativo) 
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Figura 12 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo SOCS3 em região posterior 
da língua, referente aos animais submetidos ao período de 8 semanas à carcinogênese por 4-NQO . 
Grupo Controle negativo– Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO 
+ Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle 
negativo) 
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Figura 13 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo SOCS3 em região posterior 
da língua, referente aos animais submetidos ao período de 12 semanas à carcinogênese por 4-NQO . 
Grupo Controle – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO + 
Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle
negativo; # p< 0,05 em relação ao grupo 4-NQO+Veículo; + p<0,05 em relação ao grupo 
30mg/KgCurc) 
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Figura 14 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo STAT3 em região posterior 
da língua, referente aos animais submetidos ao período de 8 semanas à carcinogênese por 4-NQO . 
Grupo Controle negativo – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO 
+ Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle
negativo; + p< 0,05 em relação ao grupo 4-NQO+ Veiculo, # em relação ao grupo 100mg/Kg corporal 
de curcumin) 
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Figura 15 – Fotomicrografias evidenciando a marcação pelo anticorpo STAT3 em região posterior 
da língua, referente aos animais submetidos ao período de 12 semanas à carcinogênese por 4-NQO. 
Grupo Controle – Figura A; Grupos experimentais – Figura B (4-NQO), Figura C (4-NQO + 
Veículo), Figura D (4-NQO + 30mg/KgCurc) e Figura E (4-NQO + 100 mg/KgCurc). Reação de 
imunohistoquímica x40. Gráfico representativo da expressão do anticorpo. As barras no gráfico 
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrão. (* p< 0,05 em relação ao grupo controle
negativo; + p< 0,05 em relação ao grupo grupo 30mg/KgCurc, # p< 0,05 em relação ao grupo 
100mg/KgCurc) 
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5.5 PCR em tempo real  

A análise da expressão gênica foi realizada apenas para as amostras de 12 semanas, e os 

dados obtidos da análise de RT-qPCR foram avaliados utilizando teste de Tukey para 

comparações múltiplas entre os grupos de cada gene analisado. 

Observou-se que a expressão do gene Cdh2 foi aumentada após o tratamento com 4-

NQO+Veículo e 4-NQO, diferindo este último de forma significativa em relação ao grupo 

controle negativo (p< 0,05). O tratamento com ambas as doses de curcumin reduziu de forma 

significativa a expressão de Cdh2 comparado ao grupo 4-NQO (p< 0,05); entretanto, mesmo 

no tratamento com a maior dose de curcumin, a expressão do gene manteve-se aumentada em 

relação aos grupos 30mg/Kg de peso corporal de curcumin e controle negativo (p< 0,05).  

A expressão de Cdh1 apresentou-se elevada após o tratamento com 4-NQO e 4-

NQO+Veículo em relação ao grupo controle negativo (p< 0,05). O tratamento com ambas as 

doses de curcumin demonstrou tendência em reduzir a expressão de Cdh1 (p> 0,05). 

Observou-se que a expressão de Vimentina foi aumentada com os tratamentos de 4-NQO e 4-

NQO+Veículo em relação ao controle negativo (p> 0,05). Após o tratamento com 30 e 

100mg/Kg de peso de curcumin a expressão de vimentina foi reduzida de forma significativa 

comparada ao grupo 4-NQO (p< 0,05). 

 A expressão do gene TWIST1 foi elevada após o tratamento com 4-NQO em relação ao 

controle negativo, porém não de forma significativa (p> 0,05). E o tratamento com ambas as 

doses de curcumin demonstrou tendência na redução da expressão de TWIST1 comparado ao 

grupo 4-NQO (p> 0,05) (Figura 16). 
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Figura 16 – Gráficos representativos da expressão gênica, por RT-qPCR, para as amostras referentes ao 
período experimental de 12 semanas. As barras nos gráficos indicam as médias e as linhas verticais os desvios-
padrão. (+ p< 0,05 em relação ao grupo controle negativo; * p< 0,05 em relação ao grupo 4-NQO; # p< 0,05 
entre os grupos 30 e 100mg/KgCurc) 
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6 DISCUSSÃO 

 

         Curcumin possui excelente tolerância e parece não induzir efeitos secundários e não 

desejáveis quando administrado experimentalmente em animais (Guimarães et al. 30, 2011; 

Gulcubuk  et al. 33, 2006; Fu et al. 25, 2008). Ainda que experimentalmente utilizado, os 

resultados de vários estudos tanto in vitro quanto in vivo apontam que o curcumin apresenta 

potencial terapêutico no tratamento e prevenção de várias doenças crônicas incluindo o câncer 

(Fu et al. 25, 2008; Guimarães et al. 30, 2011; Gulcubuk et al. 33, 2006; Lin et al. 47, 2010; 

Manoharan et al. 51, 2009; Teiten et al. 85, 2010; Zong et al. 101, 2012). As doses de 30 e 

100mg/Kg de peso corporal de curcumin empregadas no presente trabalho foram baseadas no 

trabalho de Guimarães et al. 30 (2011), que mostraram que essas dosagens administradas 

intragastricamente foram bem toleradas pelos animais e não apresentaram efeitos sistêmicos 

ou locais indesejáveis. Os períodos experimentais de 8 e 12 semanas representam os períodos 

iniciais do processo carcinogênico induzido pelo 4-NQO (Tanaka et al. 83, 1994; Noguti et 

al.59, 2012). Portanto, para avaliar os efeitos do curcumin nas fases iniciais do processo de 

carcinogênese, o fitoterápico foi administrado concomitante aos períodos experimentais 

citados anteriormente.    

         Os efeitos do curcumin sobre os eventos iniciais da carcinogênese foram avaliados 

através da expressão gênica, imunomarcação utilizando-se imunohistoquímica e análise 

morfológica das modificações teciduais. O 4-NQO induziu modificações no epitélio do dorso 

da língua desde o período de 8 semanas, acentuando-se no período de 12 semanas. Nos 

grupos em que o fitoterápico foi empregado foi observada diminuição das alterações 

arquiteturais do epitélio, quando comparado aos grupos tratados com 4-NQO, destacando-se  

o tratamento com 100mg/kg de peso corporal por 12 semanas. Essas observações vão ao 

encontro com os resultados obtidos por Tanaka et al. 83 (1994), que verificaram redução de 
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lesões pré-malignas em ratos tratados com curcumin quando da utilização do mesmo 

protocolo experimental do presente trabalho.  

         No sentido de abordar o diagnóstico laboratorial na fase inicial da caracinogênese e 

avaliar o impacto do curcurmin nesse processo, utilizamos a técnica de imunohistoquímica 

para detecção de imunomarcadores que possam apresentar significado prognóstico e 

terapêutico nessa fase. PCNA, Bcl-2, SOCs1 e -3, e STAT3 foram avaliados, considerando-se 

o papel de cada um dentro da carcinogênese. O antígeno nuclear de proliferação celular 

(PCNA), genes reguladores de apoptose (Bcl-2), genes supressores de sinalização de citocinas 

(SOCS), genes transdutores de sinais e ativadores da transcrição (STAT), além dos 

biomarcadores Vimentina, Cdh1 e Cdh2, e TWIST1 são exemplos de proteínas envolvidas na 

carcinogênese de forma geral, possivelmente atuando na transformação de lesão pré-maligna 

oral em maligna (Placzek et al. 67, 2010; Ohara et al. 61, 2013; Wang et al. 92, 2013).  

         A imunopositividade para PCNA, antígeno nuclear associado à proliferação que é 

específico para as células nas fases ativas do ciclo celular (De Biasio et al. 20, 2013), foi 

encontrada apenas nas células da camada basal e parabasal do epitélio normal, enquanto nas 

displasias a marcação era evidente também nas células das camadas espinhosa e superficial, o 

que está de acordo com outros estudos (Faria et al. 23, 2006; Silva et al., 78 2007). Verificou-se 

ainda, que qualitativamente após 12 semanas de tratamento com 4-NQO a imunomarcação era 

mais exuberante. Essa observação foi confirmada pelos maiores valores obtidos pelo H-score. 

Tais resultados estão de acordo com outros trabalhos que utilizam o 4-NQO para indução de 

carcinoma espinocelular (CEC) em ratos (Kaplan et al. 40, 2002; Silva et al. 78, 2007; Moon et 

al. 55, 2012). Observou-se que a expressão de Bcl-2 também foi elevada após o tratamento 

com 4-NQO após 8 e 12 semanas, como verificado por Nishimura 58 (1999), que também 

utilizou da mesma metodologia do presente trabalho estudando a carcinogênese. Verificou-se 

que após 8 semanas, independente da dose utilizada, o tratamento com curcumin não 
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promoveu redução da imunomarcação de PCNA e Bcl-2, enquanto que após 12 semanas, a 

imunopositividade dos anticorpos foi acentuadamente reduzida pela administração da maior 

dose do fitoterápico, confirmando a propriedade do curcumin em deprimir a expressão de 

PCNA e Bcl-2, como demonstrado por Dahmke et al. 19 (2013). A diminuição de Bcl-2 pelo 

curcumin é confirmada por Li et al. 46 (2013). Para esses dois anticorpos, pode-se sugerir que 

o curcumin atue de forma dose e tempo-dependente, uma vez que seu efeito foi diretamente 

proporcional à maior dose de administração, esta adquirindo efeitos significativos em relação 

aos outros grupos experimentais apenas após 12 semanas.  

         A positividade dos demais anticorpos analisados, com exceção do STAT3, também foi 

aumentada em ambos os períodos experimentais, após o tratamento com 4-NQO. No presente 

trabalho, a imunomarcação de SOCS1 manteve-se aumentada após 12 semanas de tratamento 

com 4-NQO. Esses resultados estão parecidos com os achados de Raccurt et al. 69 (2003). 

Pode-se interpretar o aumento dessa positividade com a resistência na transformação de uma 

célula normal em neoplásica, como citado por Cooper et al. 17 (2010). Contrário aos resultados 

para SOCS1, a imunopositividade para SOCS3 foi reduzida após 12 semanas de tratamento 

com 4-NQO quando comparado aos valores obtidos no período de 8 semanas. Embora 

utilizando protocolos experimentais distintos, os resultados do presente trabalho vão ao 

encontro com os resultados obtidos por Rossa Jr et al. 73 (2012) que avaliaram a 

imunomarcação de SOCS3  em linhagens celulares de carcinoma de cabeça e pescoço e 

observaram significante redução da proteína nos estágios iniciais da carcinogênese. 

Confirmando esses achados Ohara et al. 61 (2013) analisaram a imunomarcação de SOCS3 em 

diversos tipos de câncer, confirmando sua participação nos eventos precoces do processo 

carcinogênico. Portanto, nossos resultados estão de acordo com a literatura, o que significa 

que a redução da positividade de SOCS3 e o aumento de SOCS1 são inversamente 

proporcionais ao tamanho do tumor. Portanto, de forma semelhante à SOCS3, a proteína 
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SOCS1 pode influenciar a transdução de sinais proliferativos através da regulação STAT 

atuando na sobrevivência, diferenciação e transformação celular como descrito por Cooper et 

al. 17, (2010). Esta atividade é reforçada ao observar-se a expressão de STAT3, que no 

presente trabalho foi reduzida mesmo após o tratamento com 4-NQO, possivelmente 

associada à modulação de SOCS, especificamente SOCS3, estando sua ativação relacionada à 

excessiva expressão de unidades oncogênicas que conduzem à proliferação e metástases como 

demonstra Wang et al. 92, (2013), sendo sua expressão diretamente proporcional ao 

desenvolvimento do tumor. Ainda, nesse contexto, verificou-se que o tratamento com a maior 

dose de curcumin atuou reduzindo a imunomarcação de SOCS3 e STAT3, desde o período de 

8 semanas, acentuando-se após 12 semanas de tratamento com o fitoterápico. A propriedade 

do curcumin em reduzir STAT3 é citada por Weissenberger et al. 93, (2010), que avaliaram a 

atuação do fitoterápico em células cancerosas. Entretanto, é importante salientar que mesmo 

apresentando-se reduzida, a expressão de STAT3 foi aumentada no grupo tratado com 

100mg/Kg de peso corporal de curcumin comparado ao grupo 4-NQO; fato este 

possivelmente ocorrendo devido à alta expressão de SOCS3 neste último grupo, que como 

demonstrado na literatura atua como regulador negativo da expressão de STAT3 (Ogata et 

al.60, 2006; Rossa Jr et al. 73, 2012) promovendo a remissão do mesmo, quando expresso de 

forma elevada. Frente a essa evidência, torna-se importante salientar que a acentuada redução 

de SOCS3 por curcumin pode não representar um mecanismo favorável na supressão da 

progressão dos estágios da carcinogênese. Contrariamente, SOCS1 foi expressivamente 

aumentado pelo curcumin em ambas as doses, principalmente após o tratamento com a maior 

dose do fitoterápico por 12 semanas, resultado esse também descrito por Chen et al. 15 (2013). 

Esse efeito é citado por Guimarães et al. 32 (2013), que em seu estudo também verificaram o 

aumento in vitro de SOCS1 em células tratadas com curcumin, sugerindo ser um mecanismo 
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adicional envolvido na modulação da ativação de NF-kB, podendo estar relacionada com os 

efeitos anti-inflamatórios do fitoterápico.  

         Esses resultados confirmam a propriedade do curcumin em atuar regulando as proteínas 

envolvidas ao processo carcinogênico, como demonstrado por trabalhos dispostos na 

literatura (Aggarwal et al. 4, 2004; Chen et al. 16, 1999; Guimarães et al. 32, 2013). Pelo menos 

no presente trabalho, os resultados da imunomarcação demonstraram que esse efeito do 

fitoterápico ocorreu de forma dose e tempo-dependente, pois tanto o aumento da expressão de 

SOCS1 quanto a redução das demais proteínas foram promovidos sempre pela maior dose de 

curcumin, de forma mais expressiva no período de 12 semanas. 

         A atividade anti-neoplásica do curcumin é reforçada quando observado o perfil de 

expressão de RNAm dos genes avaliados, que também foi modificado pelo fitoterápico, 

havendo redução da intensidade de expressão principalmente de vimentina, que foi reduzida 

por ambas as doses de curcumin quando comparada ao grupo 4-NQO. Sua expressão foi 

semelhante, não diferindo estatisticamente, ao grupo controle; o que demonstra a capacidade 

do curcumin como regulador negativo da atividade desse gene, atividade esta também descrita 

por Sun et al. 80 (2013) que verificaram redução da expressão de vimentina em linhagens de 

células derivadas de câncer, após o tratamento com curcumin. Portanto, a diminuição de 

vimentina favorece a atenuação do processo carcinogênico, uma vez que quando associada às 

células epiteliais, indica a transição destas para células mesenquimais, sugerindo possível 

quadro de invasão celular e metástase (Liu et al. 48, 2010; Nijkamp et al. 57, 2011). De forma 

semelhante, outro gene relacionado ao processo de transição celular epitelial para 

mesenquimal é o Cdh2, que também está relacionado à fenótipos malignos, estando altamente 

expresso em carcinoma oral de células escamosas (Domenico et al. 21, 2011). Diferentemente, 

a redução da expressão de Cdh1 favorece o processo de transição da célula epitelial em 

mesenquimal, por proporcionar a perda de adesão entre as células, promovendo a progressão 
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do processo carcinogênico. Ainda, implicado à progressão da carcinogênese encontra-se o 

TWIST1, gene envolvido em processos tardios; desempenhando papel importante na 

progressão de carcinoma oral de células escamosas (Ou et al. 62, 2008), e atuando como 

preditor de metástases distantes (Xie et al. 94, 2009).  

         No presente trabalho, observou-se que a expressão de Cdh2 foi reduzida por ambas as 

doses do fitoterápico, diferindo estatisticamente do grupo 4-NQO e semelhante ao grupo 

controle, demonstrando a efetiva atuação do curcumin na supressão desse gene. Por outro 

lado, o curcumin demonstrou uma tendência sobre a redução de Cdh1, que apresentou-se 

menor comparado ao grupo tratado com 4-NQO. Porém, verificou-se que a expressão de 

Cdh1 manteve-se aumentada, mesmo após o tratamento com o fitoterápico, estando de acordo 

com os resultados de Sun et al. 80 (2013) e Chang et al. 14 (2013), que observaram elevada 

expressão do gene após a administração de curcumin em linhagens de células cancerosas. 

Esses dados representam aspecto positivo, considerando-se que o aumento de Cdh1 promove 

a manutenção da adesão celular e compromete o processo de transição da célula epitelial em 

mesenquimal. Ainda, observou-se que o gene TWIST1 apesar de pouco expresso, houve 

tendência em ser aumentado pela maior dose de curcumin, contrariamente ao verificado por 

Weissenberger et al. 93 (2010) que descreveram redução do gene, após a administração de 

curcumin. 

         Portanto, considerando-se a participação de cada um desses genes no curso da 

carcinogênese, o curcumin sinaliza de forma positiva na reversão dos eventos necessários à 

progressão do processo carcinogênico. 

         De modo geral, os resultados demonstraram que o curcumin atua modulando a 

expressão de genes e proteínas implicados na carcinogênese, desde o seu período mais 

precoce e principalmente num período mais tardio, reduzindo dessa forma, as alterações a 

nível tecidual. Como verificado, o curcumin foi eficaz em reverter a severidade e intensidade 
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de ocorrência das displasias e atipias celulares, demonstrando sua capacidade em prevenir, 

por exemplo, a progressão de uma lesão com características histológicas potencialmente 

malignas à um câncer.  

         Contudo, são necessárias maiores investigações sobre a atuação do curcumin nas 

diferentes vias moleculares responsáveis pela expressão das proteínas e genes envolvidos na 

carcinogênese, uma vez que o curcumin possui diversas propriedades como, por exemplo, a 

atividade anti-inflamatória; e esta consequentemente pode promover eventos que também 

atuem na progressão do processo de carcinogênese.  
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7 CONCLUSÃO 

 

         Este estudo demonstra a efetiva propriedade do curcumin em modular a expressão dos 

genes e proteínas indispensáveis à carcinogênese. 

         Portanto, o curcumin foi capaz de amenizar a ocorrência dos eventos moleculares 

implicados nos períodos iniciais da carcinogênese e sua progressão, revertendo a intensidade 

das modificações teciduais características de um processo maligno ou potencialmente 

maligno. Dessa forma, o curcumin acaba por intervir e atenuar o desenvolvimento do 

processo carcinogênico. 
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