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BOTELHO, MCB. Avaliacdo do comportamento de ansiedade e alteracdes
morfolégicas na amigdala do cérebro de ratos submetidos a carcinogénese bucal
quimicamente induzida. Trabalho de Conclusao de Curso- Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista- “Julio de Mesquita Filho”, Aracatuba, 2018

RESUMO

Estudos demonstram que pacientes com cancer de boca apresentam altos niveis de
estresse e ansiedade, o que pode influenciar o tratamento e o prognéstico da doenca.
Entretanto, os mecanismos cerebrais envolvidos na indu¢c&do da ansiedade associada
ao processo de inicio e progressdo do tumor sdo pobremente conhecidos. No
presente estudo nos avaliamos os efeitos do processo de carcinogénese bucal
quimicamente induzido por 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO) sobre o comportamento
de ansiedade e morfologia da amigdala cerebral em ratos. O estudo foi composto por
2 grupos: Grupo Carcinogénese - 6 ratos machos Wistar tratados com o carcinégeno
4NQO; e Grupo Controle - 6 ratos machos Wistar ndo submetidos ao tratamento com
carcindgeno. Ao atingirem a idade adulta (90 dias) os animais do grupo carcinogénese
foram tratados com o carcindgeno 4NQO diluido na agua de beber durante 120 dias,
enquanto os animais do grupo controle tiveram acesso apenas a agua. Antes do inicio
e apos os 120 dias de indugdo da carcinogénese bucal os animais do grupo
carcinogénese foram submetidos a teste comportamental especifico (labirinto elevado
em zero — LEZ) para avaliagdo dos niveis de ansiedade (pré e pds-carcinogénese) e
o grupo controle foi submetido ao teste de ansiedade LEZ somente antes da
eutanasia. Analise histopatolédgica foi realizada para avaliar a ocorréncia de lesdes
linguais no grupo carcinogénese e analise estereoldgica foi utilizada para avaliagao
do numero e volume de neurdnios na amigdala dos cérebros de ambos 0s grupos.
Dos 6 animais do grupo carcinogénese, 4 (66%) desenvolveram displasia severa; 1
(17%) displasia moderada e 1 (17%) carcinoma in situ. Em relagdo aos niveis de
ansiedade, foi observado aumento do comportamento ansioso no grupo
carcinogénese quando comparado ao grupo controle (p=0.0069). Os animais do grupo
carcinogénese também apresentaram-se mais ansiosos na fase pos-carcinogénese
comparado a fase pré-carcinogénese (p=0.0492). Quanto a analise estereoldgica da
amigdala, os animais submetidos a carcinogénese apresentaram maior densidade
neuronal na regido da amigdala em relagao aos animais do grupo controle (p=0,0245).
Nossos achados fornecem a primeira evidéncia de que a carcinogénese bucal
promovida por carcindgeno quimico induz niveis elevados de ansiedade e alteracdes
morfolégicas na amigdala cerebral.

Palavras-chave: Carcinogénese. Ansiedade. Amigdala.



BOTELHO, MCB. Evaluation of anxiety-like behavior and morphological changes in
amygdala of rats exposed to chemically induced oral carcinogenesis. End of course
paper. School of dentistry, Sdo Paulo State University, Aragatuba, 2018

ABSTRACT

Studies have shown that oral cancer patients showed high levels of stress and anxiety,
which may influence the treatment and the disease prognosis. However, the cerebral
mechanisms involved in anxiety induction associated to the tumor beginning and
progression are poorly understood. In the present study we evaluated the effects of
chemically induced oral carcinogenesis by 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) on the
anxiety-like behavior and cerebral amygdala morphology in rats. The study was
composed of two groups: Carcinogenesis Group - 6 male Wistar rats treated with
4NQO carcinogen; and Control Group - 6 male Wistar rats not submitted to
carcinogenic treatment. When animals reach adulthood (90 days) the carcinogenesis
group were treated with 4NQO carcinogen diluted in the drinking water for 120 days,
while the control group had access only to water. The animals of carcinogenesis group
underwent a specific behavioral test (Elevated Zero Maze - EZM) to evaluate the
anxiety-like behavior levels before and after the 120 days of oral carcinogenesis
induction (pre and post carcinogenesis) and the control group was submitted to anxiety
EZM test only before euthanasia. Histopathological analysis was performed to
evaluate the occurrence of lingual lesions in the carcinogenesis group and
stereological analysis was used to evaluate the number and volume of neurons in
cerebral amygdala of both groups. Of the 6 animals in the carcinogenesis group, 4
(66%) developed severe dysplasia; 1 (17%) moderate dysplasia and 1 (17%)
carcinoma in situ. Regarding to anxiety-like behavior levels, an increase in anxious
behavior was observed in carcinogenesis group when compared to control group (p =
0.0069). The animals of the carcinogenesis group were also more anxious in the post-
carcinogenesis phase when in the pre-carcinogenic phase (p = 0.0492). As for the
stereological analysis of the amygdala, animals submitted to carcinogenesis had
higher neuronal density in the amygdala region in relation to control group animals (p
= 0.0245). Our results provides the first evidence that oral carcinogenesis promoted
by chemical carcinogen induces high levels of anxiety and morphological changes in
the cerebral amygdala.

Keywords: Carcinogenesis. Anxiety. Amygdala.
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A) Fotomicrografia de tecido lingual normal sem indugéo
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microscopico de lesdo leucoplasica com displasia (grupo
carcinogénese), onde observa-se pleomorfismo celular e nuclear,
hipercromatismo e disceratose (H&E, 100x).

Tempo gasto no bragco aberto e numero de entradas no braco
aberto. A) Os animais submetidos a carcinogénese permaneceram
por menor tempo no brago aberto (44,00 + 9,502s) em relacdo ao
grupo controle (98,42 + 12,93s) (p=0.0069), indicando maior
comportamento ansioso no grupo submetido ao tratamento com
carcindgeno. B) Em relagdo ao numero de entradas no brago aberto,a
andlise de ambos os grupos, carcinégeno (10,00 £ 2,517) e grupo
controle (12,00 £ 1,653 ), indicou que nao houve diferengas entres os
grupos. *p<0.05.

Tempo gasto no braco aberto e numero de entradas no braco
aberto no periodo pré e pds-carcinogénese. A) Os animais
submetidos a carcinogénese permaneceram menor tempo no brago
aberto no periodo pds-carcinogénese 44,00 + 9,502 em relagdo ao
periodo pré-carcinogénese 85,33 + 15,84 p=0.049, indicando maior
comportamento ansioso neste grupo apds indugéo carcinogénica. B)
Nao houve diferencas significantes quanto ao niumero de entradas no
brago aberto quando comparado o periodo pré (16,17 + 2,548) e pés-
carcinogénese (10,00 £ 2,517). *p<0.05.

O processo de carcinogénese aumenta a densidade da amigdala
cerebral. Analise estereoldgica foi realizada para avaliar a influéncia
do processo de carcinogénese sobre o numero de neurbnios (A),
volume planimétrico (B), densidade neural (C), area celular média (D)
e volume celular médio (E) da amigdala cerebral. Resultado
estatisticamente significativo foi observado para D no grupo
carcinogénese (77863 + 2380) em relagao ao grupo controle (68963 +
2376) (p=0,0245). Nao foi observado alteragdes estatisticamente
relevantes para as outras variaveis avaliadas, N (GCar. 103890 + 6589
e GCont. 100257 +6947,) V (GCar. 1,332 + 0,06554 e GCont. 1,447 +
0,06500,) ACM (GCar. 124775 £+ 2234 e GCont. 131922 + 4497) e
VCM (GCar. 117911 £ 3359 e GCont. 126781 £ 6247). (p>0.05).
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1. INTRODUCAO

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que no ano de 2020, mais de
15 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas com cancer, e que mais de 60% destes
casos ocorrerdo em paises em desenvolvimento, como o Brasil'. Dentre os tumores
de cabeca e pescogo, o cancer de boca € o tipo mais comum, representando cerca
de 4% dos tumores malignos em todo o mundo'2. O uso do tabaco e o consumo
excessivo de alcool se configuram como os principais fatores de risco para o cancer
de boca. O Carcinoma Espinocelular (CEC) representa mais de 90% dos tumores
malignos de boca e mais da metade de seus portadores possuem metastases
regionais ou a distancia no momento do diagnostico, o que explica o alto indice de
mortalidade para a doencga.?* Pacientes com cancer de boca apresentam niveis
elevados de estresse, ansiedade e depressao em relagdo aos individuos sem a
doencga®®’. Estes sintomas emocionais tém ainda mais importancia devido as
caracteristicas destes tumores, cujo tratamento pode estar relacionado a desfiguragéo
facial, dor e comprometimento das fungdes de fonagédo e mastigagao®%7’. Estudos
revelam ainda que pacientes com cancer de boca possuem aumento dos niveis de
ansiedade e variacbes de humor, principalmente devido a dificuldade de
relacionamentos interpessoais e ao sofrimento psicossocial’-'°. Segundo Joshua et
al.’” em um estudo recente, conflitos interpessoais, alto-imagem alterada, depressao,
uso continuado de tabaco e alcool e diminuicdo da autoconfianga sdo apenas alguns
dos fatores que atormentam a populagdo de pacientes' oncoldgicos. Aarstad et al.'?
mostraram que niveis elevados de ansiedade estdo associados a um pior prognostico
em portadores de CEC de cabeca e pescogco. Além disso, os pacientes que
apresentavam metastase regional tinham maiores niveis de ansiedade do que

pacientes que possuiam a doenga em estagio inicial''.

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS) cerca de 264 milhdes de
pessoas sofrem com transtornos de ansiedade3. A ansiedade € um estado emocional
resultante da integracdo de aspectos fisioldgicos e psicolégicos da experiéncia
humana'. Neste contexto, trata-se de uma resposta adaptativa para lidar com os
desafios e situagdes estressantes, modulada pelo Sistema Limbico (SL)'". O SL é
caracterizado como um circuito neuronal relacionado as respostas emocionais e aos

impulsos motivacionais, abrangendo varias estruturas, tais como: amigdala, cortex
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pré-frontal e hipocampo'®'7. Este sistema também é estreitamente ligado ao Sistema
Nervoso Autdénomo (SNA), interferindo e regulando fungbes endocrinas através do
hipocampo, além de sua influéncia na ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA)'819 O eixo HPA é ativado por sinais externos e internos e seu dinamismo
acontece de acordo com um ritmo circadiano de secre¢do hormonal, principalmente
de glicocorticoides que agem em diferentes orgaos, inclusive no cérebro?. A atividade
do eixo HPA é aumentada quando o organismo € exposto as situacdes
estressantes’®202'. Ha evidéncias de que exista um sistema bidirecional entre o
sistema neuroenddcrino e o sistema imunoldgico mediado por substéancias quimicas,
como o cortisol e citocinas pro-inflamatérias, devido a persistente ativagado do eixo
HPA e do Sistema Nervoso Simpatico (SNS)'. Sendo assim, o cérebro possui um
papel imunorregulador, influenciando as respostas inflamatérias mediadas pelo
sistema imune, respostas as quais estdo associadas a progressao de alguns tipos de

cancer 1622,

Desordens emocionais como a depressao e ansiedade induzem a uma
desregulagdo imunoldgica e aumento da resposta pré-inflamatéria, e a magnitude
destes efeitos pode acarretar implicagées na saude, como por exemplo, a progressao
do cancer?®2425_A inflamagéo crénica propicia uma reagdo em cascata que aumenta
o0 estresse oxidativo e pode levar ao dano de estruturas celulares, inducdo de
mutacdes somaticas, e transformacdes neoplasicas?®. A exposi¢cdo continua a
situacdes de estresse acarreta um aumento da secregao de cortisol e eleva os niveis
de ansiedade, o que pode promover diferentes efeitos para cada regiao cerebral do
SL, como alteragdes morfoldgicas e estruturais, que podem influenciar desde a
quantidade e o tamanho das espinhas dendriticas até o volume total da area cerebral
envolvida'®2427,

A amigdala é uma das principais regides relacionadas a modulagcdo da
ansiedade'*. Em humanos, a amigdala é dividida em diferentes subareas ou nucleos,
com informac¢des de todas as modalidades: somatossensorial, gustativo, olfativo,
visceral, auditivo e visual?®. Ansiedade, o medo condicionado, a atengdo e uma gama
de outras fungbdes sdo modulados pelos nucleos amigdalianos, que ao analisarem as
informacgdes interoceptivas e exteroceptivas, estimulam outras regides do Sistema
Nervoso Central (SNC) para que se inicie a resposta do estimulo inicial?®30, Estes

nucleos sao funcionais e morfologicamente heterogéneos, apresentando
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interconectividade complexa?®3°. A amigdala exerce um efeito modulador sobre as
fungcdes emocionais por meio do complexo basolateral e dos seus nucleos medial e
central, que se caracterizam por serem o0s locais das principais proje¢oes
amigdalianas para o cértex pré-frontal, hipotalamo e tronco cerebral3%3'. Existem
extensas conexdes dentro e fora dos nucleos do complexo amigdaldide, o que indica
que ha um processamento local das informacbes para que os aspectos
comportamentais possam ser conduzidos para outras regides cerebrais, como o
cortex pré-frontal e hipocampo®?. Estudos tém caracterizado a amigdala como uma
regido neural chave, por estabelecer uma via de “mao dupla” entre a inflamacéao
periférica e os sintomas psicossociais®C. Ela fornece respostas comportamentais e
emocionais inerentes para cada individuo, particularmente as que envolvem respostas
aversivas e medo?®32, LeDoux e Cicchetti’" observaram que as projegoes
amigdalianas para o tronco cerebral podem desencadear a ativagao do SNS e entao
a liberacao de fatores pré-inflamatorios38-31.

Estudos mostram que lesbes amigdalianas extensas ou em seus nucleos
central e mediano, reduzem a secre¢cado de hormdnios mediadores do eixo HPA,
enquanto sua estimulacdo potencializa esta via neuroenddcrina33. McEwen et al.’®
evidenciaram que as respostas cerebrais frente ao estresse agudo e principalmente
aquelas decorrentes do estresse crbnico possuem influéncias diretas sobre a
plasticidade adaptativa do cérebro. Segundo estes mesmos autores, 0 aumento agudo
dos horménios do estresse aprimora a memodria de eventos potencialmente
ameacadores®*. Em contrapartida, o estresse cronico prejudica a fungdo cognitiva e
promove danos as estruturas cerebrais, além de inibir & neurogénese de células
granulares no giro dentado hipocampal'®. Estudos morfolégicos em modelo animal
demonstraram que o estresse crénico aumenta a arborizagdo e densidade dendritica
na regido da amigdala333¢. A ocorréncia de hipertrofia amigdaloide induzida pelo
estresse também foi evidenciada por Vyas et al.363"- Evidéncias mostram que os
efeitos do estresse na indugao de hipertrofia da amigdala se perpetuam mesmo apés
o término do estimulo estressor®. A amigdala possui importancia crucial na
aprendizagem emocional de curto a longo prazo e papel fundamental para os circuitos
neurais subjacentes ao estresse e ansiedade33-38. Estas caracteristicas a tornam uma
regido interessante para a investigacdo da codificagdo estrutural de experiéncias

aversivas®'. Embora pacientes com cancer apresentem niveis elevados de estresse e
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ansiedade, inexistem estudos que avaliaram a presenga de alteragées morfologicas
na amigdala durante o processo de indugéo e progresséo da doenca.

Estudos demonstram que mais de 70% dos pacientes com CEC de boca
consomem algum tipo de bebida alcdolica, enquanto aproximadamente 90% dos
pacientes sdo tabagistas*®4!. O uso abusivo destas substancias é apontado como
fator preponderante para o inicio e progressdo do CEC de boca em humanos*!. Além
do seu poder carcinogénico em induzir neoplasias malignas de boca, o uso de tabaco
e alcool também tem sido associado ao aumento dos niveis de estresse e
ansiedade*'#2. Por exemplo, o uso cronico de alcool pode induzir ativagio de regides
cerebrais associada a ansiedade (ex: amigdala), bem como aumentar os niveis
cerebrais e sistémicos dos horménios associados ao estresse*3. Nos estudos de
carcinogénese bucal o modelo pré-clinico mais utilizado € o modelo de indugao de
CEC de boca em roedores por meio do carcinégeno quimico 4-nitroquinolina-1-éxido
(4NQO). O 4NQO é uma substancia sintética soluvel em agua que induz lesdes pre-
malignas e malignas na lingua de ratos ou camundongos*3. O tratamento com 4NQO
tem se mostrado a melhor opgao para a indugdo de carcinogénese bucal em
laboratorio, por induzir alteragdes histopatoldégicas e moleculares semelhantes as
etapas da carcinogénese bucal em humanos#-4. Embora niveis elevados de
ansiedade tém sido encontrados em pacientes portadores de cancer de boca, ainda
nao ha estudos que avaliaram se o processo de induc¢ao deste tipo de tumor induzido
quimicamente pode ser acompanhado do aumento dos niveis de ansiedade e de
alteracdes morfologicas em regides cerebrais especificas.

Neste estudo, utilizaremos um modelo de carcinogénese bucal induzida por
4NQO para avaliar o impacto do processo de carcinogénese quimicamente induzida
sobre o comportamento de ansiedade e alteragdes morfologicas da amigdala no

cérebro de roedores.

2. METODOLOGIA

2.1 Animais e condi¢cdes experimentais

Todos os experimentos envolvendo animais foram desenvolvidos de acordo
com o guia de principios para uso de animais no laboratério e o estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP (N°
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de processo 00496-2016). Para o desenvolvimento do estudo foram utilizados 12 ratos
machos (Rattus novergicus albinus, Wistar). Os animais foram mantidos em condigdes
naturais de temperatura (25 + 2°C), periodos de 12 horas claro e escuro e acesso ad

libitum a agua e dieta comercial (Purina®, Paulina-SP, Brasil).

2.2 Delineamento Experimental
Com o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento com o carcinbgeno 4NQO
sobre o comportamento de ansiedade e alteragdes morfoldgicas da amigdala cerebral,

o estudo foi composto por 2 grupos experimentais: 1) Grupo carcinogénese: 6 ratos

machos Wistar submetidos a carcinogénese bucal quimicamente induzida por 4NQO;

2) Grupo controle: 6 ratos machos Wistar ndo submetidos ao tratamento com

carcindgeno. Ambos os grupos foram mantidos nas mesmas condigbes descritas
anteriormente. Ao atingirem a fase adulta (90 dias de idade), os animais do grupo
carcinogénese foram submetidos a testes especificos para avaliagdo dos niveis de
comportamento de ansiedade (fase pré-carcinogénese). Apos esta analise
comportamental os animais foram tratados com o carcinogeno 4NQO durante 120
dias. Os animais do grupo controle foram mantidos nas mesmas condi¢des
ambientais, porém nao foram submetidos ao tratamento com 4NQO. No final do
periodo experimental (antes da eutanasia) os animais de ambos o0s grupos, controle
e 0 grupo carcindogeno (fase pods-carcinogénese) foram submetidos aos testes
comportamentais de ansiedade. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e as
linguas foram coletadas para avaliagdo da incidéncia de lesbes cancerizaveis
(leucoplasia) e carcinoma espinocelular de boca (CEC), e os cérebros foram coletados
para analise estereologica das alteragdes no numero e volume dos neurdnios na

regido da amigdala.

2.3 Avaliagédo do comportamento de ansiedade

Para avaliar se a indugdo de carcinogénica com 4NQO altera os niveis de
ansiedade, os animais foram submetidos ao teste de labirinto elevado em zero. Os
animais do grupo carcinogénese foram testados antes do inicio da carcinogénese
(fase pré-carcinogénese) e antes da realizagdo das eutanasias, posteriormente a

indugao carcinogénica (fase pés-carcinogénese) juntamente com o grupo controle.
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2.3.1 Teste do labirinto elevado em zero (LEZ)

Primeiramente, as caixas contendo os animais que iriam ser submetidos ao
teste comportamental foram levadas a uma sala separada do biotério, onde foram
mantidos sem perturbagao durante o periodo de 1 hora para adaptagdo ao ambiente.
Em seguida os animais foram testados no aparelho labirinto elevado em zero (LEZ).
Os testes foram realizados sob luz fraca (15 lux). O LEZ consiste em uma arena,
composta por dois bragos abertos e dois bragos fechados. No inicio de cada ensaio,
o animal foi colocado no brago fechado e a exploragao do aparelho foi quantificada
durante 10 minutos por uma camara de video montada acima do aparelho.
Posteriormente, os videos foram analisados pelo software ANY-Maze (Stoelting Co.,
Wood Dale, IL, USA). O tempo gasto no brago aberto e o numero de entradas no brago
aberto foram as medidas utilizadas para mensurar os niveis de comportamento

ansioso. Os dados foram apresentados em média £ erro padrédo da média (EPM).

2.4 Inducéo da carcinogénese bucal com o carcinégeno 4NQO

Para a indugdo do processo de carcinogénese bucal os animais do grupo
carcinogénese foram tratados com 50 ppm de 4NQO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
diluido na agua de beber. Todos os animais tiveram livre acesso para consumir a
agua, que foi reabastecida duas vezes por semana com solugdo do carcindégeno
recentemente preparada. As garrafas de agua com 4NQO eram de cor ambar marrom
para prevenir exposi¢cao a luz. Os animais foram submetidos a eutanasia apos 120
dias de inducdo carcinogénica. Este periodo foi definido com base em estudos
prévios**4® e em nossa experiéncia com este modelo de carcinogénese. Apos este
periodo os animais de ambos os grupos foram anestesiados e entdo perfundidos via
intracardiaca com solugao fixadora (paraformoldeido 4%). As linguas dos animais do
grupo carcinogénese foram extraidas para analise histopatoldgica e os cérebros dos
animais de ambos os grupos experimentais foram coletados para a analise

estereoldgica do numero e volume dos neurénios da amigdala.

2.5 Perfuséo Intracardiaca
Os animais foram anestesiados profundamente, de acordo com seu peso (100
mg/mL cetamina — Dopalen e 20 mg/mL de xilasina - Rompum) e entdo submetidos a

um acesso cirurgico pelo mediastino com o intuito de alcangar o coragao. Por meio de
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uma bomba peristaltica (perfusora), os animais foram perfundidos com solugéo salina
(0,9%) a temperatura ambiente em uma quantidade suficiente para permitir um retorno
vascular quase transparente (0,5ml/g de peso corporal aproximadamente). A perfusao
inicial com solucéo salina a 0,9% foi utilizada para eliminar o sangue do sistema
circulatério e possiveis coagulos que pudessem ser formados, prejudicando a fixagao
dos tecidos. Apos a perfusdo da solugcdo salina, uma solugdo fixadora de
paraformoldeido 4% (1ml/g de peso corporal aproximadamente) foi administrada por

meio da bomba perfusora.

2.6 Extracdo dalingua e processamento laboratorial.

2.6.1 Extracdo da linqua e confeccédo dos blocos

Apos a perfusdo, as linguas dos animais foram extraidas e seccionadas
longitudinalmente para as analises histopatolégicas. Os tecidos foram fixados em
formaldeido tamponado (Merck, Darmstadt, Germany) a 10% por 48 horas. Em
seguida, os tecidos foram submetidos a macroscopia por patologista bucal experiente.
Posteriormente as linguas foram submetidas ao processamento histotécnico, que
consistiu em desidratacao, diafanizagao, inclusdo na parafina e por fim emblocamento

em parafina.

2.6.2 Cortes e coloracdo

Transcorridas 24 horas apds a etapa de emblocamento os blocos foram
seccionados utilizando-se um microtomo rotativo. Foram realizados cortes de 5
micrometros que posteriormente foram colocados em banho-maria (aproximadamente
45 °C). Apds posicionar os cortes nas laminas, as mesmas foram colocadas em estufa
onde eram aquecidas para derretimento da parafina, possibilitando uma fixacdo maior
dos cortes na lamina. A coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E) foi realizada logo
em seguida, com desparafinizacdo completa dos cortes e depois coloragdo com
ambos os corantes. Na ultima etapa desta fase foi realizada a montagem das

laminulas sobre as laminas ja coradas.

2.6.3 Avaliacdo da incidéncia de lesbes linquais induzidas por 4NQO

A analise histopatoldgica foi por um patologista bucal experiente com base nas

alteragdes histopatoldgicas tipicas que ocorrem durante a carcinogénese da mucosa



19

bucal. Foi avaliada a ocorréncia das seguintes condigbes microscopicas: epitélio
normal, hiperplasia e hiperqueratose, displasia epitelial, CEC in-situ, CEC
microinvasivo e CEC invasivo®'. Para o diagndstico de displasia epitelial foram

utilizados os critérios da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)%' e de Katz et al.%?

2.7 Extracéo dos encéfalos e processamento laboratorial

2.7.1 Extracdo dos encéfalos e crioprotecao

Finalizada a perfusao e a extragédo da lingua, foi realizada a abertura do cranio
e o encéfalo foi dissecado cuidadosamente. Os encéfalos foram delicadamente
removidos, pesados, e mantidos por duas horas em solugéo fixadora (formaldeido) a
4°C. Para evitar contracao, os cérebros foram deixados durante 3 dias submersos em
solugao crioprotetora composta de glicerol 10% e sulféxido de dimetilo (DMSO) 2%
dissolvidos em tampé&o fosfato 0,1M; pH 7,3, a 4°C. Em seguida, os cérebros foram
colocados por mais 4 dias em solugdo de glicerol 20% e DMSO 2% dissolvidos no

mesmo tamp3o, a 4°C, conforme descrito por Rosene et al*.

2.7.2 Microtomia e armazenamento

Subsequentemente a crioprotecdo, os encéfalos foram submetidos a
microtomia por congelamento, onde os mesmos eram congelados e seccionados
coronariamente a 40um de espessura. Para proceder esta etapa, a plataforma do
micrétomo estava completamente congelada. Para isso foi utilizado gelo seco e alcool
abundantemente, além de uma solucé&o a base de sacarose, que era gotejada sobre
a plataforma para fixagdo das pecgas (encéfalos). Organizados, normalmente numa
faixa de trés por etapa, os encéfalos eram colocados sobre a plataforma, de modo que
permanecessem a uma distancia adequada um do outro. Entéo, solu¢cdo de sacarose
foi gotejada sobre os encéfalos para que os mesmos ficassem bem fixados e
completamente congelados. Os cortes foram coletados em seis séries e inseridos em
placas de cultura devidamente nomeadas e preenchidas com solugao anti-congelante.
Em seguida, eram levados ao freezer e conservados a aproximadamente, -20°C. Uma
série foi utilizada para realizagao da coloracao de Nissl e as outras cinco séries foram

reservadas para analises futuras.
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2.7.3 Montagem dos cortes nas laminas histolégicas

Os cortes, antes de serem organizados adequadamente e montados, passaram
por um processo de lavagem em tampao fosfato 0,1M e agua destilada, afim de
eliminar qualquer resquicio de solugao anti-congelante. Em seguida, os cortes foram
colocados em pocos de placas de cultura preenchidas com solugdo tampéo,
gotejando-se trés gotas de formaldeido P.A. 37%. A série entdo voltava para a
geladeira onde permanecia por mais quatro dias. Apos este periodo, os cortes foram
devidamente montados nas laminas e colocados na estufa a temperatura ambiente

por quatro dias.

2.7.4 Coloracéo pela técnica de Nissl

Anteriormente a montagem dos cortes e coloragéo, as laminas passavam por
um processo de dupla-gelatinizagdo para garantia de maior fixagdo dos cortes em
suas respectivas laminas. A coloragao preconizada em nosso protocolo foi a coloragao
de Nissl, realizada com o corante Tionina®°. As laminulas foram montadas logo apés

a coloracao.

2.8 Avaliacao estereoldégica do numero e volume dos neurdnios da amigdala
Para avaliar a influéncia da carcinogénese bucal quimicamente induzida sobre
0 numero e volume dos neurbnios da amigdala no cérebro dos ratos, as laminas
histolégicas foram analisadas por meio de técnica estereoldgica em um microscoépio
Zeiss Imager Z2 equipado com platina motorizada e camera digital conectada a um
computador executando o programa Stereo Investigator 11 (Microbrightfield, EUA).
Para a quantificagao estereoldgica do numero de células foi utilizado o método do
fracionador 6ptico. A superficie da caixa de contagem e seu numero dentro de cada
ROI (region of interest) foram estimados em contagem de teste, de forma a incluir um
minimo de 300 células contadas em cada animal. A espessura do dissector optico (Z)
foi ajustada de acordo com a espessura real do corte, que foi determinada apos os
processos de coloracdo e desidratagdo. A avaliagdo esteroldgica foi feita por
avaliadores cegos aos grupos experimentais. Mensurou-se 0 numero de neurbnios
(N), o volume celular médio (VCM), o volume planimétrico da area (V), area celular
média (ACM) e densidade neuronal (D). Para determinar a estimativa do nimero de
células dentro da ROI (N) o programa utiliza a formula: N = (£ Q) (1/ssf) (1/asf) (1/tsf)3.
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Os parametros de contagem foram ajustados de forma a obter um coeficiente de erro
(Gundersen) < 0,06.

2.8.1 Delimitacao da amigdala

Um dos critérios para uma analise estereolégica adequada e de possivel
reproducdo para os demais pesquisadores, é a delimitacdo correta da area a ser
avaliada. Infelizmente € um pouco confusa por existirem diversas nomenclaturas e
limites proposto quando se diz respeito a regido da amigdala. Em nosso estudo,
utilizamos os parametros (limites) e nomenclaturas do Atlas Brain Maps (Structure of
the Rat Brain) de Larry Swanson. Neste trabalho, quando utilizarmos a denominacéo
amigdala complexo basolateral, nos referimos aos nucleos lateral e basolateral.
Utilizamos como parametro principal para delimitagdo o envolvimento da regido pela
capsula externa, totalizando nove secg¢des para cada animal analisado. Selecionava-
se as secgdes a partir do momento em que se observava o complexo basolateral, com
aspecto semelhante a uma gota, e a partir dai os cortes eram selecionados
sucessivamente até a dissociagao dos nucleos do complexo basolateral. (Figura 1A e

1B)

Figura 1. Fotomicrografia de encéfalo de rato (coloragdo de Nissl). A) Representagdo da delimitagdo
(em vermelho) da regido da amigdala (12,5x). B) Marcac&do de um neurénio (estrela amarela) e seus
limites (pontos verdes) ilustrando o método de contagem e delimitagdo utilizado para avaliagdo
estereoldgica (400x).

2.9 Andlise estatistica
Para avaliar se o tratamento com 4NQO influencia o comportamento de
ansiedade e alteragdes cerebrais foram utilizados o teste t de student utilizando-se o

programa Prisma. Os resultados foram apresentados em média £ erro padrao da
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média (EPM). O nivel critico foi fixado em 5% (p<0,05) para se admitir diferengas de

valores como estatisticamente significantes.

3. RESULTADOS

3.1 Diagnéstico histopatoldgico das lesdes linguais

A analise histopatolégica foi realizada para avaliar a incidéncia de lesdes
linguais no grupo submetido a carcinogénese bucal. Todos os seis animais
pertencentes a este grupo desenvolveram apenas leucoplasias e nenhum carcinoma
inicial ou invasivo foi observado. Segundo os critérios da OMS para diagnostico de
displasias epiteliais, 4 animais (66%) desenvolveram displasia severa; 1 animal (17%)

displasia moderada e apenas 1 animal (17%) carcinoma in situ (Figura 2).
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Figura 2. A) Fotomicrografia de tecido lingual normal sem indug&o carcinogénica (grupo
controle) (H&E, 100x). B) Exame microscopico de lesdo leucoplasica com displasia (grupo
carcinogénese), onde observa-se pleomorfismo celular e nuclear, hipercromatismo e disceratose
(H&E, 100x).

3.2 Avaliacdo do comportamento de ansiedade.

3.2.1 O processo de carcinogénese bucal é acompanhada por aumento dos niveis

de ansiedade

Para avaliar se o processo de carcinogénese bucal quimicamente induzido
altera os niveis de ansiedade, os animais de ambos os grupos foram submetidos ao
teste do labirinto elevado em zero (LEZ) antes da eutanasia. Os resultados mostraram
que os animais submetidos a carcinogénese bucal permaneceram menor tempo no
brago aberto (44,00 + 9,502s) quando comparado ao grupo controle (98,42 £ 12,93s)
(p=0.0069) (Figura 3A). Este resultado indica que os animais submetidos a

carcinogénese bucal foram mais ansiosos em relagdo aos animais que nao foram
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tratados com o carcinbgeno 4NQO. Em relagdo ao numero de entradas no brago
aberto, ndo foram observadas diferengas entre o grupo controle (12,00 + 1,653) e o
grupo carcinogenése (10,00 £ 2,517) (p=0.5216) (Figura 3B).
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Figura 3. Tempo gasto no brago aberto e nimero de entradas no brag¢o aberto. A) Os animais
submetidos a carcinogénese permaneceram por menor tempo no brago aberto (44,00 + 9,502s) em
relagdo ao grupo controle (98,42 + 12,93s) (p=0.0069), indicando maior comportamento ansioso no
grupo submetido ao tratamento com carcindbgeno. B) Em relagdo ao numero de entradas no brago
aberto,a analise de ambos os grupos, carcinégeno (10,00 £ 2,517) e grupo controle (12,00 + 1,653 ),
indicou que nao houve diferengas entres os grupos. *p<0.05.

3.2.2 Animais tratados com 4NQOQO apresentaram maiores niveis de ansiedade apos

0 periodo pés-carcinogénese

Para avaliar se os animais tratados com o carcinégeno 4NQO apresentavam
alteracdo dos niveis de ansiedade em relagdo ao periodo pré-tratamento (basal), os
animais do grupo carcinogénese foram submetidos ao LEZ em dois momentos
distintos (antes e apés a indugao da carcinogénese). Os resultados revelaram que os
animais exploraram por menor tempo o braco aberto apds terem sido submetidos ao
tratamento com 4NQO (44,00 + 9,502) quando comparados com o comportamento
avaliado na fase pré-carcinogénese (85,33 + 15,84) (p=0.0492) (Figura 4A). Nao foram
observadas diferencgas significativas quanto ao numero de entradas no brago aberto
quando o comportamento da fase pré-carcinogénese (16,17 + 2,548) foi comparado

com o da fase pés-carcinogénese (10,00 + 2,517) (p=0.1158) (Figura 4B).
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Figura 4. Tempo gasto no bragco aberto e nUmero de entradas no brago aberto no periodo pré e
pés-carcinogénese. A) Os animais submetidos a carcinogénese permaneceram menor tempo no
brago aberto no periodo pds-carcinogénese 44,00 + 9,502 em relagdo ao periodo pré-carcinogénese
85,33 + 15,84 p=0.049, indicando maior comportamento ansioso neste grupo apds indugao
carcinogénica. B) Nao houve diferengas significantes quanto ao nimero de entradas no brago aberto
quando comparado o periodo pré (16,17 + 2,548) e pos-carcinogénese (10,00 £ 2,517). *p<0.05.

3.3 O processo de carcinogénese quimicamente induzido promove aumento de
densidade neuronal na regido da amigdala.

A avaliacao da influéncia da carcinogénese bucal quimicamente induzida sobre
0 numero e volume dos neurdnios da amigdala foi realizada em ambos os grupos
experimentais por meio de técnica estereoldgica. Para esta analise foram ultilizadas
os valores: numero estimado de neurénios (N), volume planimétrico (V), densidade
(D), area celular média (ACM) e volume celular médio (VCM). Os animais submetidos
a carcinogénese apresentaram maior densidade neuronal (N/V) na regido da amigdala
(77863 + 2380) quando comparados aos animais do grupo controle (68963 + 2376)
(p=0,0245). Porém, nao foi observado diferencas para os valores N (GCar. 103890 *
6589 e GCont. 100257 + 6947,) V (GCar. 1,332 + 0,06554 e GCont. 1,447 + 0,06500,)
ACM (GCar. 124775 + 2234 e GCont. 131922 + 4497) e VCM (GCar. 117911 + 3359
e GCont. 126781 + 6247) (p>0.05) (Figura 5).
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Figura 5. O processo de carcinogénese aumenta a densidade da amigdala cerebral. Andlise
estereolodgica foi realizada para avaliar a influéncia do processo de carcinogénese sobre o numero de
neurdnios (A), volume planimétrico (B), densidade neural (C), area celular média (D) e volume celular
médio (E) da amigdala cerebral . Resultado estatisticamente significativo foi observado para C no grupo
carcinogénese (77863 + 2380) em relagcdo ao grupo controle (68963 + 2376) (p=0,0245). Nao foi
observadoalteracdes estatisticamente relevantes para as outras variaveis avaliadas, N (GCar. 103890
+ 6589 e GCont. 100257 + 6947,) V (GCar. 1,332 * 0,06554 e GCont. 1,447 + 0,06500,) ACM (GCar.
124775 + 2234 e GCont. 131922 + 4497) e VCM (GCar. 117911 + 3359 e GCont. 126781 + 6247)

(p>0.05)
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4. DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito da carcinogénese
quimicamente induzida sobre o comportamento de ansiedade e morfologia da
amigdala cerebral em um modelo pré-clinico de céncer de boca. Nossos resultados
demonstraram um aumento dos niveis de ansiedade avaliados pelo teste LEZ nos
animais do grupo tratado com o carcinégeno quimico 4NQO em comparagao com 0s
animais ndo submetidos a carcinogénese bucal. Além disso, quando o comportamento
dos animais apdés o tratamento com 4NQO foi comparado com o comportamento antes
do inicio do tratamento, os niveis de ansiedade também foram aumentados apds o
tratamento com o carcinogeno. Com a analise estereologica da regido da amigdala,
foi observado que a indugédo da carcinogénese bucal também promoveu alteragoes
de densidade na area avaliada, sendo que os animais tratados com carcindégeno
apresentaram maior densidade amigdaliana em relagdo ao grupo controle. Mesmo
com o advento de novos tratamentos e estudos buscando maior compreensao sobre
o inicio e progresséo tumoral, o cancer ainda promove taxas elevadas de morbidade
e sua influéncia sobre os fendmenos emocionais abala a qualidade de vida dos
pacientes'6:%4, Estresse fisico e emocional, ansiedade e depressao estdo comumente
presentes na vida de pacientes oncoldgicos, desde a fase de diagnostico até o periodo
pos-tratamento®8°5-%_ Muitos destes efeitos psicologicos sdo acarretados pela dor
advinda das lesbes para comer e deglutir, pela dificuldade de fonagdo, caquexia e
desfiguracgao facial®. Ja se sabe que fatores biocomportamentais como estresse e
ansiedade afetam uma variedade de caracteristicas importantes da biologia
tumoral.6232426 O estresse crénico pode determinar uma secregdo anormal de
horménios, como os glicocorticoides e as catecolaminas que podem atuar em eventos

fisiopatoldgicos essenciais para a progressao do cancer'62426, Em um recente estudo
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de nosso grupo, Bastos et al.” demonstraram que pacientes com CEC de boca e
orofaringe exibiram maiores niveis plasmaticos de catecolaminas em relagdo a
pacientes com leucoplasia. Valente et al.%8, observaram que a indug&o de cancer de
boca com o carcinégeno quimico 4NQO aumenta os niveis de horménios do estresse,
como a corticosterona e norepinefrina, no microambiente tumoral de lesées linguais®®.
O modelo de carcinogénese quimica por 4NQO determina o aparecimento de lesbes
leucoplasicas (ndo-neoplasicas) e tumorais com alta similaridade histopatoldgica e
bioquimica com as lesdes desenvolvidas em humanos®®. Este carcinégeno quimico
também apresenta a vantagem de ser de facil preparo e administragao, ja que é
administrado para os animais através de sua diluigdo na agua de beber®®-%0, A atuacao
do 4QNO sobre o DNA celular promove uma instabilidade genémica e propenséao para
o desenvolvimento de tumores®®. Entretanto, para nossa surpresa, os animais do
grupo carcinégeno nao apresentaram lesdes neoplasicas invasivas. Os resultados do
presente estudo mostraram que quase todos os animais tratados durante 4 meses
com 4NQO apresentaram diagndstico final de displasia severa, sendo que somente
um animal desenvolveu CEC in-situ, um estagio inicial do cancer de boca. Como estas
lesdes sdo restritas ao epitélio e ndo invadem o tecido conjuntivo, provavelmente os
tumores dos animais do grupo carcinogénese eram ainda assintomaticos. O
desenvolvimento destas lesdes assintomaticas, anulam o viés da dor crénica
acarretada por elas em portadores da doenca, e que na maioria dos casos em
humanos esta relacionada com o aumento dos niveis de ansiedade®’. O fato de que
mesmo apresentando lesdes insipientes os animais submetidos a carcinogénese
tenham apresentado niveis elevados de ansiedade, pode indicar que o

comportamento de ansiedade nestes animais seja derivado de uma agao direta do
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carcindgeno e nao de dor ou mediadores inflamatérios liberados perifericamente pelo

proprio tumor.

Independentemente do tamanho das lesdes linguais e de seu resultado
histopatoldgico, a analise do teste LEZ constatou que o tratamento com o carcinégeno
4NQO alterou significativamente os niveis de ansiedade. De acordo com nosso
conhecimento, este estudo € o primeiro a avaliar o efeito do tratamento com um
carcindgeno quimico sobre o comportamento de ansiedade. O carcinbgeno 4QNO é
classicamente conhecido na literatura e caraterizado como uma das melhores op¢des
para indugdo do cancer de boca em roedores®®-%0. O mecanismo de indugéo
carcinogénica do 4NQO é bastante semelhante aos danos impostos pelos agentes
carcindgenos presentes no tabaco, que juntamente com o alcool, se configuram como
os principais agentes etioldgicos para o cancer de boca***’. Estas substancias além
de possuirem um efeito carcinogénico poderoso, também sao investigadas quanto sua
associagdo com o aumento dos niveis de estresse e ansiedade’?. O tabaco possui
cerca de sessenta agentes cancerigenos diferentes em sua composicao e seu efeito
sobre o comportamento de ansiedade ainda é bastante controverso'2 4243, Estudos
em animais ja evidenciaram que a administracdo de nicotina promove uma
desregulacdo do eixo HPA com uma hipersecreciao de cortisol e alteragcbes na
atividade dos neurotransmissores monoaminicos (ex.: norepinefrina e dopamina)
elevando os niveis de estresse e ansiedade®2%3. File et al.®* revelaram que a
administracdo de nicotina possui efeitos ansioliticos através da diminuigdo da
ansiedade ou ansiogénicos, elevando os niveis de ansiedade, que sio relacionados
a area do cérebro que é estimulada por esta droga. Alguns pesquisadores apontaram
que o efeito da nicotina como agente modulador da ansiedade depende diretamente

do tempo e severidade da exposi¢ao ao tabaco, onde a exposi¢céo crbnica a tal vicio
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aumenta consideravelmente a susceptibilidade individual para a ocorréncia de

desordens emocionais®3.64,

O alcool também é um fator preponderante para a ocorréncia do cancer de boca
e os estudos mostram que seu mecanismo de indugao da ansiedade é relacionado,
da mesma forma que o fumo, de acordo com a frequéncia e o tempo que o vicio
perdura. Haveria, portanto uma ansiedade ligada ao desejo pela droga e,
consequentemente, o aumento de seu consumo?*36465 Segundo Pleil et al.? a
ansiedade gerada por este feedback pode ser medida por meio da plasticidade
aberrante de certas regides cerebrais que regulam comportamentos de busca e
recompensa, em particular, as regides limbicas como a amigdala. Nossa hipdtese
inicial de que os animais tratados com o carcinégeno 4NQO se mostrassem mais
ansiosos no teste LEZ foi confirmada apds analise dos videos. Visto que os animais
submetidos a carcinogénese bucal apresentaram um aumento do comportamento de
ansiedade em comparagao ao grupo controle e a fase pré-carcinogénese, nossa
hipotese inicial era a de que o carcinégeno 4NQO também atuasse sobre o cérebro,
através da modulagao das estruturas envolvidas com o comportamento de ansiedade,
como a amigdala e o hipocampo. Ou seja, de que a mesma substancia é capaz de
induzir as lesdes neoplasicas bucais também promoveriam alteragdes estruturais no
Sistema Nervoso Central (SNC), que pudessem ter influéncias importantes sobre o

comportamento.

Para avaliar a possivel interferéncia da indugédo da carcinogénese bucal por
4NQO sobre a morfologia da amigdala, sua contagem estereoldégica do numero de
neurbnios nesta regidao cerebral foi realizada. Os resultados apontaram que o
tratamento com o carcinégeno quimico induziu aumento significativo da densidade

dos neurdnios na regido da amigdala. Descobertas envolvendo o hipocampo,



30

possibilitaram o estudo de outra regido cerebral, a amigdala?®3266_ Caraterizada como
sendo o centro do processamento emocional, a amigdala consiste em dois pequenos
nucleos localizados entre os lobos temporais mediais do cérebro e desempenha um
papel critico no estabelecimento das experiéncias emocionais € na consolidagao de
memorias?832, O complexo amigdaliano, é divido em nucleo basolateral da amigdala
(BLA), nucleo central da amigdala (CeA) e o nucleo medial da amigdala (MeA)%:56, O
BLA foi o complexo avaliado estereologicamente neste estudo, tratando-se de uma
regiao cerebral intimamente relacionada com a consolidagdo de memarias e resposta
ao estresse e ansiedade. Além disso, possui marcadas conexdes com 0 cortex pre-
frontal (CPF), nucleo paraventricular do hipotalamo (VPN), com o hipocampo e
também com os outros nuicleos da amigdala?®3'. A amigdala orquestra um conjunto
de reagbes fisiologicas e respostas cognitivas provocadas pela experiéncia
estressante, entre elas, o0 aumento da secre¢cao de hormdnios adrenais através de
suas eferéncias ao nucleo da estria terminal e tronco encefalico®'67-68, Estudos
sugerem uma ligagao notavel entre a remodelagéo neuronal na amigdala e aumento
volumétrico da propria regido, em decorréncia ao estresse e o desenvolvimento do
comportamento de ansiedade’®36:33, Welsch et al®®, em 1969, por meio de um estudo
em animais, evidenciaram que lesbes em areas especificas do SNC, como o
hipotalamo e amigdala, podem influenciar no inicio e progressao de tumores no tecido
mamario de ratas submetidas ao tratamento com carcinbgeno DMBA (7,12-
dimetilbenzantraceno). Vyas et al.3¢, demonstraram que a resposta da amigdala é
diferente para o tipo de estresse crénico aplicado e evidenciaram que o aumento da
densidade dendritica estava relacionado ao aumento da ansiedade. Sabe-se que a
hipertrofia neuronal induzida pelo estresse esta intimamente relacionada ao aumento

dos niveis de ansiedade33:36).
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O aumento da densidade neuronal da amigdala observado e o comportamento
de ansiedade nos animais submetidos a carcinogénese bucal resultou em duas
possiveis hipoteses. O fato de que mesmo apresentando lesdes insipientes os animais
submetidos a carcinogénese tenham apresentado niveis elevados de ansiedade, pode
indicar que o comportamento de ansiedade nestes animais seja derivado de uma acao
direta do carcinbgeno e ndo de dor ou mediadores inflamatérios liberados
perifericamente pelo préprio tumor. Como as lesbes dos animais submetidos a
carcinogénese se tratavam de lesdes insipientes e de que mesmo assim tenham
apresentado niveis elevados de ansiedade a primeira hipotese, como ja foi
mencionado anteriormente, € a de que o comportamento de ansiedade nesse grupo
seja promovido por uma alteragao direta do carcindgeno e ndo de dor ou mediadores
inflamatodrios liberados perifericamente pelo proprio tumor. Esta hipétese consiste na
atuacao do carcinégeno (ou de seus metabdlitos) diretamente sobre o SNC, através
de seu transporte através da barreira hematoencefalica e inducdo de alteragdes
morfolégicas na amigdala. A segunda hipétese é de que o carcinbgeno aumente os
niveis de substancias estressoras (como os horménios do estresse) e estas
substancias atuarem no SNC. A literatura € escassa na investigacao das possiveis
alteragcdes amigdalianas em decorréncia do estresse e da ansiedade em pacientes
com cancer. Em um deles, Matsuoka et al.”® utilizando ressonancia magnética
funcional avaliaram o volume da amigdala em sobreviventes de cancer que possuiam
lembrangas intrusivas, ou seja, que sofriam de estresse poés-traumatico. Estes
pesquisadores descobriram que recordagdes relacionadas a doenca eram
acompanhadas de ansiedade mesmo apos trés anos da ultima cirurgia realizada no
paciente e que estes pacientes apresentavam um volume total significativamente

menor da amigdala, em comparagdo com pacientes que nao sofriam com as
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lembrangas intrusivas’®. Porém, a grande limitagdo em comparar estes estudos com
experimentos em seres humanos e o nosso estudo baseado em um modelo animal, é
de que os mecanismos neurobioldgicos e sua influéncia na formagao de memdrias
emocionais nos roedores nao esta bem esclarecido ainda em relagdo ao que ja se
sabe sobre estes mecanismos nos seres humanos. Entretanto, diante de estudos
anteriores e de nossos resultados, os dados obtidos até o momento n&do s&o o
bastante para confirmar se o aumento da densidade neuronal presente no grupo
carcinogeno foi resultante da diminuicdo volumétrica absoluta da amigdala ou se o
processo de carcinogénese atuou sobre a neurogénese da regido, aumentando o
numero das células neuronais e portanto, de sua densidade. Analises
complementares precisam ser realizadas para avaliar se 0 volume absoluto da
amigdala dos animais submetidos a carcinogénese bucal apresenta alteragdes

quando comparado ao grupo controle.

O presente estudo apresenta algumas limitacbes como o fato dos animais
terem desenvolvido apenas lesdes insipientes e que o volume absoluto da amigdala
nao foi avaliado. Frente a isso, analises complementares serao realizadas para
avaliar o volume absoluto da amigdala cerebral pela técnica de Cavallieri € também
estudar o comportamento e a morfologia da amigdala de animais portadores de CECs
de boca induzidos quimicamente mais extensos e invasivos. Além disso, é
fundamental o estudo de outras regides cerebrais responsaveis pela modulacédo do
estresse e da ansiedade. Os resultados do presente estudo revelam que o processo
de carcinogenése bucal quimicamente induzida pode vir acompanhado de aumento
dos niveis de estresse e ansiedade, o que pode ser resultante de alteracbes
estruturais e morfolégicas no SNC. O aumento na densidade da amigdala representa

uma hiperatividade desta regido, que ndo tem seus danos limitados localmente 15:36.66,
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Uma desregulacdo amigdaliana ocasionada pelo estresse induzido pelo carcindbgeno
quimico poderia levar a uma desregulagao do eixo HPA, o que poderia acompanhar o
inicio e progresséao do cancer de boca. Além disso, mudangas estruturais da amigdala
poderiam induzir diminuigdo da capacidade cognitiva associada ao surgimento de

desordens emocionais como a ansiedade e depressao 31 66-68,

5. CONCLUSAO

A carcinogénese bucal promovida por carcinégeno quimico induz niveis elevados
de ansiedade e pode ser acompanhada por alteragdes morfolégicas na amigdala

cerebral.
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