“’E UNESP - Universidade Estadual Paulista
i”’;‘ “Jalio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

JOSE NUNES CARNEIRO NETO

ANALISE DO EFEITO QUIMIOPREVENTIVO, CITOPROTETOR E CITOTOXICO
DO TERPINEN-4-OL EM RATOS SAUDAVEIS E ONCOLOGICOS DE LINGUA,
HEPATOPATAS E NEFROPATAS INDUZIDOS POR OXIDO DE 4-
NITROQUINOLINA

Araraquara

2017



“’i‘ UNESP - Universidade Estadual Paulista
b‘f‘ “Jalio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

JOSE NUNES CARNEIRO NETO

ANALISE DO EFEITO QUIMIOPREVENTIVO, CITOPROTETOR E CITOTOXICO
DO TERPINEN-4-OL EM RATOS SAUDAVEIS E ONCOLOGICOS DE LINGUA,
HEPATOPATAS E NEFROPATAS INDUZIDOS POR OXIDO DE 4-
NITROQUINOLINA

Dissertacao apresentada ao programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias Odontolégicas Area
de Diagnéstico e Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, da Universidade
Estadual Paulista para titulo de Mestre em
Ciéncias Odontoldgicas.

Orientador: Prof.° Dr. Cleverton Roberto de
Andrade.

Araraquara

2017



Carneiro Neto, José Nunes

Analise do efeito quimiopreventivo, citoprotetor e citotoxico do
Terpinen-4-ol em ratos saundaveis e oncologicos de lingua. hepatopatas
e nefropatas induzidos por Oxido de 4-Nitroquinolina/ José Nunes
Carneiro Neto. -- Araraquara: [s.n.]. 2017

102 £: 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado em Diagndstico e Cirurgia) — Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia
Orientador: Prof. Dr. Cleverton Roberto de Andrade

1. Neoplasias da lingua 2. 4-Nitroquinolina-1-Oxido
3. Monoterpenos I. Titulo




JOSE NUNES CARNEIRO NETO

ANALISE DO EFEITO QUIMIOPREVENTIVO, CITOPROTETOR E CITOTOXICO
DO TERPINEN-4-OL EM RATOS SAUDAVEIS E ONCOLOGICOS DE LINGUA,
HEPATOPATAS E NEFROPATAS INDUZIDOS POR OXIDO DE 4-
NITROQUINOLINA

Dissertacao para obtengao do grau de Mestre.

Comissao julgadora

Presidente e orientador: Prof. Dr. Cleverton Roberto de Andrade

2° Examinadora: Prof. Dr. Paulo Rogério de Faria

3° Examinador: Prof.2 Dr.? Elaine Maria Sgavioli Massucato

Araraquara, 14 de margo de 2017



DADOS CURRICULARES

JOSE NUNES CARNEIRO NETO

NASCIMENTO: 27/05/1983 — Candeal — Bahia

FILIACAO: José Gibeval Nunes Carneiro

Tecla Maria Pereira dos Santos Carneiro

2008 — 2013: Curso de Graduacédo em Odontologia

Universidade Estadual de Feira de Santana — UEFS

2013 — 2014: Aperfeigoamento em Cirurgia Bucomaxilofacial

Instituto de Formacgao e Aperfeicoamento Profissional — IFAP

2014 — 2015: Especializacdo em Saude da Familia

Universidade de Brasilia — UNB

2015 - 2017: Mestrado em Ciéncias Odontoldgicas

Universidade Estadual Paulista — UNESP



DEDICATORIA

Ao Deus todo poderoso, Jesus Cristo, pela bengao, protegao, fé e luz divina

derramada sobre o meu corpo e caminho percorrido.

Aos meus pais queridos, José Gibeval Nunes Carneiro e Tecla Maria Pereira dos
Santos Carneiro, responsaveis por esta vitéria abengcoada na minha vida pessoal e

profissional.

A minha amada irma, Técia Maria, seu esposo, Gilberto, e toda & minha, Familia,
pelas suas disposi¢des incansaveis em me ajudar nos momentos faceis e dificeis

dessa trajetoria.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Cleverton Roberto de Andrade, pelo apoio, incentivo,
respeito, ensinamento, retidao, profissionalismo, confianga, sinceridade, simplicidade
e amizade, entre outras caracteristicas que contribuiram de forma inigualavel no
desenvolvimento do meu conhecimento pessoal e profissional. Muito Ihe agradeco
por compartilhar seu conhecimento intelectual para o meu crescimento pessoal e

profissional.

Em especial com enorme gratidao, a Prof.? Dr.? Elaine Maria Sgavioli Massucato,
pelo apoio, respeito, acolhimento, profissionalismo, confianga, simplicidade e

amizade.

“Adquirir sabedoria vale mais do que ouro, e adquirir inteligéncia é melhor do
que prata. Feliz € quem descobre a sabedoria e adquire a inteligéncial...
Porque é o Senhor DEUS quem nos da a sabedoria, de sua boca procedem a
ciéncia e o entendimento”. (PROVERBIOS 16;2-3)



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual de Sao Paulo,

na pessoa de sua Diretora, Prof.? Dr.? Elaine Maria Sgavioli Massucato.

Ao Prof. Dr. Osmir Batista de Oliveira Junior, Coordenador do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Odontolégicas, e ao Prof. Dr. Valfrido Antonio Pereira
Filho, Coordenador da Area de Diagnoéstico e Cirurgia da Pés-Graduacdo em
Ciéncias Odontologicas da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP,

ambos os professores por sua fidalguia, educacgao e respeitos.

Aos Professores Doutores Osmir Batista de Oliveira Junior, Paulo Sérgio Cerri,
Claudia Maria Navarro e Valfrido Antonio Pereira Filho, pelas colaboracbes

intelectuais nos exames de qualificagdes.

Aos Professores Doutores Daniel Araki Ribeiro, Iguatemy Lourengo Brunetti,
Amanda Martins Baviera e Juliane Maria Guerreiro Tonamaru, pelo respeito,
educacdo, competéncia, responsabilidade e colaboragdo concedida ao meu projeto

de pesquisa.

As Professoras Doutoras Marisa Aparecida Cabrini Gabrielle e Claudia Maria

Navarro, pelas orientagdes e responsabilidades nos estagios docéncias.

A todos os Professores do Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias
Odontolégicas, expresso a minha sincera gratidao e admiragao pela competéncia e
seriedade com que conduzem as atividades diarias de ensino e pesquisa nesta tao

renomada universidade.

A todos os colegas, Carlos Arcaro Filho, Thais Moreira, Juliana Sorbo, Marina
Reis e Jeffersson Gutierrez, por compartilharem comigo os seus mais profundos
conhecimentos em pesquisa experimental da Farmacia e Odontologia, além dos
exemplos de amizade, dedicagao, profissionalismo e cuidados clinicos com os

pacientes.



As alunas de iniciagdo cientifica do curso de Farméacia e Odontologia, Natalia Sato,
Tais Melo, Beatriz Bortotti e Jennyfer Bramé, pelo apoio, dedicacdo e

responsabilidade no desenvolvimento do projeto de pesquisa.

Ao assistente técnico da disciplina de patologia, José Antonio Sampaio Zuanon,

pelo apoio, respeito e confianga no desenvolvimento da pesquisa.

Enfim, agradeco a todos aqueles que estiveram do meu lado em algum momento da
minha vida, dando coragem e for¢ca na superagao dos obstaculos e na composigao

dessa nova trajetoria de minha vida.

“Tenho um segredo pra isso, que s6 o tempo lhe da, e ndao se pode ter medo,

nem de seguir e nem de sonhar”. (Musica: De bem com a vida)



Carneiro Neto JN. Analise do efeito quimiopreventivo, citoprotetor e citotdéxico do
terpinen-4-ol em ratos saudaveis e oncolégicos de lingua, hepatopatas e nefropatas
induzidos por oxido de 4-nitroquinolina [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

O terpinen-4-ol (TP-4-ol) € um monoterpeno que constitui de 30-48% dos
quimiotipos de 6leos essenciais de plantas, como a Melaleuca alternifdlia, laranjeira,
pimenteira entre outras, apresentando propriedade anti-inflamatéria, anticancerigena
entre outras, caracterizadas como agentes quimiopreventivos e citoprotetores,
respectivamente, contra as lesées com potencial de malignizagdo e/ou malignas
(LPMM) de lingua e as hepato ou nefrotoxicidade. Sendo assim, o objetivo de nosso
estudo foi avaliar o TP-4-ol quanto as propriedades quimiopreventivas sobre LPMM de
lingua e citoprotetoras ou citotdxicas sobre o figado e rim de ratos quimicamente induzidos
por 6xido de 4-nitroquinolina (4-NQO). Além disso, avaliamos o TP-4-ol quanto ao seu
potencial indutor de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudaveis. Os 64 ratos foram
divididos aleatoriamente para o experimento de 16 semanas, nos grupo 1 ratos
saudaveis ou grupo 2 ratos oncoldgicos de lingua (n=8) e os grupos de intervengdes
com [g/Kg de TP-4-ol] ratos saudaveis tratados [0,035] do grupo 3 e [0,0035] grupo
4, ratos oncoldgicos tratados [0,035] do grupo 5 e [0,0035] grupo 6 (n=12). Foram
analisados os parametros biométricos (peso do corpo, lingua, figado e rim; consumo
de agua e ragado); bioquimicos do figado (alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina) e rim (ureia e creatinina); macroscopicos da
lingua (tamanho e lesdes fundamentais), figado e rim (tamanho); e microscépicos da
lingua (alteragdes histopatoldgicas, risco de malignizacdo da displasia moderada,
invasdo tumoral e infiltrado inflamatério), figado e rim (alteragdes citotéxicas). Os
resultados foram comparados entre médias e desvio-padrao por ANOVA com nivel
de significancia de 5%. As anadlises dos 63 ratos demonstraram aumento do peso
corporal e consumo de agua com 0,0035g/Kg de TP-4-ol do grupo 6, que também
reduziu os parametros Dbioquimicos, lesbes fundamentais, alteragdes
histopatolégicas, o alto risco de malignizagao, carcinoma lingual em mais de 70% (in
situ, micro-invasivo e invasivo) e o infiltrado inflamatério. A dose de 0,035g/Kg de
TP-4-ol do grupo 3 é toxica nos parametros analisados com excegdo do
microscopico do figado. Conclui-se que o TP-4-ol é eficaz na quimioprotecao
(0,035/0,0035g/Kg - quimioprevencao) de lesdes com potencial de malignizacao
e/ou malignas de lingua, citoprotetora (0,0035g/Kg) de hepato e nefrotoxicidade de
ratos oncolégicos e indutora de leve nefrotoxicidade (0,035g/Kg) em ratos
saudaveis.

Palavras-chave: Neoplasias da lingua. 4-Nitroquinolina-1-Oxido. Monoterpenos.



Carneiro-Neto JN. Analysis of the chemopreventive, cytoprotective and cytotoxic
effect of terpinen-4-ol in healthy and oncological rats of tongue, hepatopaths and
nephropaths induced by 4-nitroquinoline oxide [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

Terpinen-4-ol is a monoterpene constituting 30-48% of the plants essential oils
chemotypes, such as Melaleuca alternifolia, orange tree, peppermint among others,
presenting anti-inflammatory, anticancer property among others, characterized as
chemopreventive agents and cytoprotectants, respectively, against lesions with
malignant and/or malignization potential of tongue and hepato or nephrotoxicity.
Therefore, the aim of our study was to evaluate TP-4-ol for chemopreventive
properties on tongue and cytoprotective or cytotoxic LPMM on the liver and kidney of
4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO) chemically induced rats. In addition, we evaluated
TP-4-ol as to its potential for inducing hepate and nephrotoxicity in healthy rats. The
64 rats were randomly divided to the 16-week experiment, in group 1 healthy rats or
group 2 oncological rats of tongue (n = 8) and groups of interventions with [g/kg of
TP-4-0l] treated healthy rats [0.035] of group 3 and [0.0035] group 4, treated
oncological rats [0.035] of group 5 and [0.0035] group 6 (n = 12). Were analyzed the
biometric parameters (weight of body, tongue, liver and kidney, water and feed
intake); biochemical of liver (alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase,
alkaline phosphatase) and kidney (urea and creatinine); macroscopic of tongue (size
and fundamental lesions), liver and kidney (size); and microscopic of the tongue
(histopathological alteration, risk of malignization of moderate dysplasia, tumor
invasion and inflammatory infiltrate), liver and kidney (cytotoxic alterations). The
results were compared between means and standard deviation by ANOVA with a
significance level of 5%. The analysis of the 63 rats showed an increase in body
weight and water consumption with 0.0035g/kg of TP-4-ol from group 6, which also
reduced biochemical parameters, fundamental lesions, histopathological alterations,
high risk of malignancy, lingual carcinoma in more than 70% (in situ, micro-invasive
and invasive) and inflammatory infiltrate. The dose of 0.035g/kg of TP-4-ol of group 3
is toxic in the analyzed parameters except for the microscopic of the liver. It is
concluded that TP-4-ol is effective in chemoprotection (0.035/0.0035g/kg -
chemoprevention) of lesions with malignant and/or malignization potential of tongue,
cytoprotective (0.0035g/kg) of hepate and nephrotoxicity of oncological rats and
inductor of mild nephrotoxicity (0.035g/kg) in healthy rats.

Keywords: Tongue Neoplasms. 4-Nitroquinoline-1-oxide. Monoterpenes.
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1 INTRODUGAO

Atualmente, o cancer de cabeca e pescogo (CCP), especificamente o
carcinoma espinocelular ou de células escamosas (CEC) de cavidade oral, caminha
para se tornar a principal causa de morbidade e mortalidade na populagcdo mundial
(Bray et al.'?, 2012; International Agency for Research on Cancer, World Health
Organization®, 2012).

Dentre eles, o carcinoma de lingua representa 70% dos CEC de cavidade oral
em adultos, com um recente aumento na incidéncia em jovens (Patel et al.”®, 2011;
Toporcov et al.'", 2015). Na maioria das vezes, esses tumores sdo diagndsticados
em estadios avancgados lll e IV (Krishnatreya et al.>®, 2015) e a sobrevida em 5 anos
apresenta-se em torno de 78% para regido posterior e 61% para regiao anterior da
lingua (Garzino-Demo et al.*®, 2016).

Devido ao frequente diagndstico avangado, os tratamentos costumam ser
complexos, multidisciplinares e de altos custos, envolvendo cirurgia, radioterapia e
por vezes a quimioterapia. Essa ultima, por vezes, levando o paciente a apresentar
comorbidades sistémicas que afetam rins e figado (Divi et al.?", 2016).

Na ultima década, as novas modalidades de tratamento do cancer avangado
de lingua produziram pouco efeito no progndstico dos pacientes. Por consequéncia,
retornou-se a implementagdo de tratamentos quimiopreventivos de baixo custo e
eficazes em estadios iniciais da doenga (He et al.*’, 2016). Nesta vertente, estudos
tentam identificar novas opcbdes de tratamento, utilizando compostos naturais
(Bundela et al.™, 2015) que apresentam boa aceitagdo e sensagdo de seguranca
para a maioria dos pacientes oncologicos (Saba et al.®®, 2015; William,
Papadimitrakopoulou'"’, 2013).

A quimioprevengao pode ser realizada com agentes naturais, consistindo de
um mecanismo de controle, regressao ou interrupgao na fase de iniciagdo, promogao
e progressao de lesdes com potencial de malignizagdo ou malignas (LPMM) (Saba
et al.®°, 2015; Shrotriya et al.%”, 2015). A citoprotecdo envolve agentes e mecanismos
quimiopreventivos contra a citotoxicidade renal e hepatica (Mohan et al.®’, 2016;
Viswanadha et al.'™, 2011).

O oOxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) e seu metabdlito reduzido 4-
hidroxiaminoquinolina-1-6xido  (4-HAQO) produzem ligacbes covalentes em

macromoléculas como acidos nucléicos e proteinas, além de induzir mutacdes e



13

estresse oxidativo pela formagédo de hidrocarbonetos policiclicos, algumas vezes
também induzindo toxicidade renal e hepatica (Mohan et al.®”, 2016; Sun et al."®,
2010; Tada, Tada'’’, 1975; Viswanadha et al.'™ 2011). Estas caracteristicas
associadas ao fato de que esta substancia mimifica lesbes orais iniciais e
avangadas, presentes no desenvolvimento de carcinomas orais em humanos,
caracterizam este modelo como “ideal” para o estudo de agentes quimiopreventivos
na fase 0 (pré-clinica) do ensaio clinico (Reid et al.®”, 2011).

Os monoterpenos estao presentes em Oleos essenciais de plantas e sao
denominados de quimiotipos (Gershenzon, Dudareva®, 2007; Groot, Schmidt®®,
2016). O Aalcool perilico e limoneno, classificados como quimiotipos, foram
recentementes estudados em tratamentos clinicos contra cancer em humanos
(ensaios clinicos de fase II) (Sobral et al.'®, 2014).

O terpinen-4-ol (TP-4-ol) tipo | constitui de 30 a 48% dos quimiotipos
derivados dos 6leos da Melaleuca alternifélia (Tea Tree Oil — TTO — ISO) (Groot,
Schmidt38, 2016), mas também esta presente em o6leos de laranjeira, tangerineira,
limoeiro, cedro e pimenteira (Pino et al.?*, 2003).

Algumas caracteristicas do TP-4-ol ja foram descritas em estudos in vitro e in-
vivo, tais como: bactericida geral e oral (Budzyniska et al.”>, 2011; Cha et al."®, 2007;
Yang et al."®®, 2011), antifingica (Mertas et al.®®, 2015), antiparasitaria (Baldissera et
al.®, 2016), antivirética (Garozzo et al.*?, 2011), relaxante da musculatura lisa
vascular (Maia-Joca et al.®?, 2014), hipotensiva (Lahlou et al.>®, 2003),
anticonvulsivante (Ndbrega et al.”*, 2014), anti-inflamatoria (Bakkali et al.?, 2008) e
antioxidante (Barra et al.'', 2007). Além disso, observamos o potencial
quimiopreventivo em trabalhos que relataram atividade anticancerigena (Shapira et
al.®®, 2016; Wu et al.”*®, 2012).

Shapira et al.** (2016) e Wu et al. ''® (2012) em estudo in vitro e in vivo com
exposicao a 0,005-0,01% e 0,06-0,1% de TP-4-ol, verificaram atividade
anticancerigena por indugdo de apoptose contra células de tumores de coloretais
humanas e células pequenas de tumores pulmonares de camundongos. Os autores
relataram que a inducdo de apoptose ocorreu pela via intrinseca mitocondrial na
fase sub-G4 da divisdo celular, mas que também ocorreu a indugao de necrose e
inibicao da proliferagao celular na fase G, ou mitética da divisao celular.

Utilizando modelos de xenoenxertos, os autores também relataram que a

administracao sistémica de 4mg de TP-4-ol (sem relato de via de administragao), 2
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vezes por semana durante 3 semanas e 0,1% (100pL) via intravenosa, diariamente,
durante 18 dias, apresentaram reducao de mais de 70% do volume e peso tumoral,
induzindo apoptose e inibindo proliferagcao celular, sem apresentar quaisquer efeitos
adversos (Shapira et al.*°, 2016; Wu et al. '8, 2012).

Entretanto, embora o modelo de xenoenxerto propicie dados sistémicos
importantes, o uso de animais imunossuprimidos e de tumores clonais nos diferentes
animais do estudo limita a extrapolagao dos resultados tornando-os especificos para
as células analisadas e suprimimem os efeitos do sistema imunolégico no tratamento
realizado.

O modelo de quimioprevengdo em ratos oncologicamente induzidos por 4-
NQO propicia um salto na analise, pois induz o surgimento de carcinomas por
oxidacdo do material genético, de maneira semelhante ao que é observado em
humanos, aumentando a variabilidade genética dos tumores formados. Além disso, o
acampanhamento gradual dos animais permite a analise de parametros biométricos
(Shrotriya et al.®®, 2015), bioquimicos (Viswanadha et al."**, 2011), macroscdpicos
(Grawish et al.*”, 2011; Pifia-Zentella et al.®®, 2016; Salama et al.®', 2012; Shuvy et
al.®, 2011) e microscopicos (Gautam et al.**, 2014). Sendo assim, ao instituirmos
um tratamento, permite acompanhar os efeitos quimiopreventivos e/ou citoprotetores
sobre a indugédo carcinogénica lingual e possivel toxicidade renal ou hepatica
(Mohan et al.?”, 2016; Nauta et al.”®, 1995; Suzuki et al.'®, 2006).

Como visto, a associacdo das analises de parametros biométricos,
bioquimicos, macroscoépicos e microscopicos permite a construcdo de um quadro
geral de exposigao a substancia experimental.

Do ponto de vista farmacodinamico, o TP-4-ol foi descrito como de duragao
prolongada com estabilidade de concentracédo a temperatura de 25°C por 24 horas e
meia-vida plasmatica de 2 horas e 20 minutos (Chooluck et al."®, 2013).

Sendo assim, considerando os resultados anteriormente relatados em
estudos in vitro e in vivo (Shapira et al.®*, 2016; Wu et al.’'®, 2012), o objetivo de
nosso estudo foi avaliar o TP-4-ol quanto as propriedades quimiopreventivas sobre
LPMM de lingua e citoprotetoras ou citotéxicas sobre o figado e rim de ratos
quimicamente induzidos por 4-NQO. Além disso, avaliamos o TP-4-ol quanto ao seu

potencial indutor de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudaveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Carcinoma de Lingua

Atualmente, a populagcdo mundial € estimada em 7.164.876.710 habitantes
(U.S. Census Bureau''?, 2014) e o cancer caminha para se tornar a principal causa
de morbidade e mortalidade (Bray et al."?, 2012). Na regiao de cabecga e pescogo, 0s
CEC de cavidade oral e labio atingiram mais de 300.000 casos, com mais de 50% de
obitos. Neste contexto, o Brasil apresenta maiores taxas relativas de prevaléncias do
CEC oral em relacdo ao mundo, com taxa de 2,4%, enquanto os dados mundiais
relatam taxa de 2,2% (International Agency for Research on Cancer, World Health
Organization®, 2012).

Além do CEC oral, contribuir para a manutencdo dos carcinomas como
principal causa de morte no mundo (Sobral et al.'®, 2014), recentemente, ainda foi
observado aumento da incidéncia de CEC de lingua em jovens brancos com menos
de 44 anos (Patel et al.”®, 2011; Toporcov et al."'!, 2015). Os estudos demonstram
possivel associagdo a novos habitos como o uso de piercing em homens relacionado
a corros3do do niquel e do cromo (Stanko et al.’®", 2012), mas também ao sexo oral
sem preservativo, associado ao maior risco de contagio do papiloma virus humano
(HPV) dos tipos 16 (90%), 18, 31 e 33 em mulheres nao imunizadas contra o HPV
(Kalavrezos, Scully*®, 2015) ou ao género, como é o caso de mulheres ndo
tabagistas ou etilistas associado a histéria familiar de cancer ou a baixa ingestdo de
frutas e vegetais (Patel at al.”®, 2011; Toporcov et al.'"", 2015)

As caracteristicas clinicas do carcinoma de lingua envolvem lesdes ulceradas
unicas com bordas endurecidas que se mantém por duas ou quatro semanas apos a
eliminacao do possivel fator de risco ou outro tratamento instituido (Kalavrezos,
Scully®®, 2015), ulcera infiltrativa dolorosa (Santos-Silva et al.??, 2014; Stanko et
al.'®", 2012), eritroleucoplasia (Murphy et al.”’, 2016; Santos-Silva et al.??, 2014),
eritroplasia, leucoplasia nao-homogénia (eritroleucoplasica, nodular ou verrucosa),
liquen plano erosivo e lesdes liquendides (Kalavrezos, Scully*®, 2015).

As principais localizagdes do carcinoma de lingua s&o a base e a borda
lateral, regides de dificil acesso e visualizagdo em métodos de rastreamento e

detecgdo precoce, 0 que colabora para o diagnostico tardio da doenca (He et al.*,
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2016; Kalavrezos, Scully47, 2015; Murphy et al.”®, 2016; Patel at al.”®, 2011; Santos-
Silva et al.®2, 2014; Stanko et al.'”", 2012).

Em 80% dos casos de carcinoma de lingua, os diagnésticos sao realizados
em pacientes em estadios Ill e IV, os quais apresentam risco até 3,3 vezes maior de
apresentarem metastases em linfonodos e pulmées (Krishnatreya et al.>*, 2015).

As analises histopatoldgicas das biopsias de carcinoma de lingua descrevem
areas de displasia grave ou carcinoma (Kalavrezos, Scully*®, 2015) com proliferagdo
intensa de células epiteliais, mitoses atipicas, disqueratoses, assim como ninhos e
corddes de células epiteliais hipercromaticas e pleomorficas atipicas invadindo o
tecido conjuntivo e fibras musculares, além da presenca de areas de necrose
(Santos-Silva et al.%?, 2014).

E importante salientar que as modalidades de tratamento do carcinoma de
lingua s&o indicadas de acordo com o estadio do tumor primario, da presencga de
nodulo linfatico e metastase (TNM), associados ao grau de comorbidade, extensao
extracapsular e invasao vascular, resultando no progndéstico do paciente (Okuyemi et
al.””, 2014).

O tratamento do carcinoma de lingua nos estadios | e I, pacientes de baixo
risco de dbito, sem invasdo muscular ou linfovascular (Huang, O'Sullivan*®, 2013)
envolve radioterapia curativa ou glossectomia parcial mais radioterapia adjuvante
(Santos-Silva et al.??, 2014; Sultana et al.'®, 2014) e/ou quimioterapia citotoxica
(Sultana et al.'®, 2014) associados ao esvaziamento cervical dos ganglios supra-
omo-hiéideo homolateral e reconstrucado miocutanea proveniente de um retalho no
biceps (Santos-Silva et al.%?, 2014).

Nos estadios Il e IV, pacientes de risco intermediario (invasado perineural ou
linfovascular) e de alto risco de ébito (invasdo extra-capsular) (Huang, O'Sullivan®,
2013) envolve hemiglossectomia ou glossectomia subtotal associada ao
esvaziamento cervical dos ganglios supra-omo-hidideos bilaterais mais radioterapia
pds-operatdria e quimioterapia paliativa (Santos-Silva et al.®?, 2014; Sultana et al.'®,
2014) e/ou citotéxica (Sultana et al.'®, 2014).

De fato, o tratamento do céancer de cabega e pescogo (CCP) em estadios
avangados apresenta-se complexo e de alto custo, necessitando de abordagem
multidisciplinar, muitas vezes associando tratamento quimioterapico, ao contrario
dos estadios iniciais que requerem, frequentemente, uma unica modalidade de

tratamento gerando menor custo. Infelizmente, o alto custo do tratamento tem pouca
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influéncia sobre a taxa de sobrevida ou a qualidade de vida dos pacientes (Divi et
al.?', 2016).

Especificamente falando das principais drogas quimioterapicas utilizadas no
tratamento do carcinoma de lingua, encontramos uma combinacao de cisplatina, 5-
fluorouracil, bleomicina, carboplatina e ifosfamida, derivadas de produtos sintéticos,
além do paclitaxel (Sultana et al.'®, 2014) e docetaxel, derivados de produtos
naturais, estes ultimos usados para potencializar o tratamento de casos com
metastase ou recorréncia do CCP (Price, Cohen®®, 2012).

A via de administracao oral € muito utilizada nos tratamentos quimioterapicos,
por apresentar efetividade e especificidade no controle do crescimento e progressao
do cancer (Carrington'®, 2015). Além disso, dos novos medicamentos oncoldgicos
recém desenvolvidos, 35% sdo agentes quimioterapicos orais (Finn et al.?°, 2016).

A administragdo quimioterapica oral apresenta as seguintes vantagens:
possibilidade de tratamento domiciliar; reduzidas visitas ao hospital; conciliacido do
tratamento com a jornada de trabalho; eliminagcdo da dor proveniente da
administracao |IV; auséncia de contra-indicagdo associado a administracao IV isolada
ou combinada; percepcao da eficacia do tratamento pelo paciente; menores efeitos
colaterais; autonomia do paciente nos cuidados oncoldgicos; menor impacto sobre a
vida diaria e familiar com o aumento da qualidade de vida (Eek et al.®, 2016).
Entretanto, apresenta as seguintes desvantagens: menor adesdo ao tratamento;
maior custo dos medicamentos; menor controle de associacdo com outras drogas
propiciando maior possibilidade de interagdes medicamentosas; e maior tempo no
diagndstico de possiveis efeitos adversos (Finn et al.?°, 2016).

O diagndstico precoce dos CCP, utilizando biomarcadores como a citologia
esfoliativa para identificacdo dos microRNA-21 e 375 pode propiciar o diagndstico
precoce de lesdes primarias ou mesmo de recidivas do tumor (He et al.*°, 2016)
embora também permita diagnosticar lesdes mais avangadas e agressivas.

Quanto a taxa de sobrevida em 5 anos, considerando a localizagao do
carcinoma de lingua, observam-se diferengas importantes entre pacientes
diagnosticados com tumores nos dois tergos anteriores demonstrando taxa de
sobrevida de 78% e no terco posterior de 61% (Garzino-Demo et al.>, 2016).

Também observam-se diferencas de género, mulheres (55%) apresentam
melhor prognéstico que homens (45%) (Kalavrezos; Scully*®, 2015). Além disso,

outros fatores demonstram importancia na formagao dos prognésticos de pacientes
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com carcinoma lingual, tais como: a idade, o comprometimento de linfonodos, a
disseminagao extracapsular, o grau histolégico do tumor, a presenga de invaséo
perineural, a profundidade de infiltragcdo e a invasdao da medula 6ssea (Garzino-
Demo et al.*, 2016).

2.2 Carcinogénese Lingual e Citotoxicidade Renal e Hepatica em Animais

induzidos pelo Oxido de 4-Nitroquinolina

O 4-NQO € uma substancia carcinogénica do grupo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, sendo considerada a melhor substancia disponivel para as
producdes de carcinogénese oral (Kanojia, Vaidya®, 2006), mas também pode
propiciar citotoxicidade renal e hepatica (Mohan et al.%”, 2016; Viswanadha et al.'*,
2011).

O metabolismo do 4-NQO no figado é iniciado pela redugcdo enzimatica do
grupo nitro, formando 6xido de 4-hidroxiaminoquinolina que produz adutos no acido
desoxirribonucleico (DNA), que é especificamente carcinogénico pela producédo do
composto quilona. O DNA, quando metabolizado, em 8-hidroxi-desoxiguanosina
causa danos oxidativos em varios 6rgdos, tais como figado e rins (Arima et al.?,
2006; Mohan et al.®’, 2016; Nunoshiba, Demple’®, 1993).

Sua acao carcinogénica foi associada a indugdo de mutagdes em bases
nitrogenadas do DNA, delegdes e conversdes genéticas e aberragdes
cromossomicas, além de quebras e trocas de cromatina (Tanaka et al.'®, 2002). O
seu uso em modelos de carcinogénese experimental teve inicio na década de 1960
e 1970 (Fujino et al.?®, 1965; Sugimura et al.'®?, 1968; Wallenius, Lekholm™'®, 1973),
e como modelo de citotoxicidade renal e hepatica, na década de 2000 (Viswanadha
etal.", 2011).

O 4-NQO pode ser administrado por via oral, na agua de beber, sendo de facil
aplicagdo. Este modelo é amplamente explorado por apresentar alta efetividade
carcinogénica e grande semelhanga com o processo de carcinogénese humana. A
droga é capaz de induzir a formagédo carcinogénica em estagios sequenciais,
mimetizando alteragbes histoldégicas e moleculares que ocorrem em humanos,
resultando em tumores diferenciados (Mohan et al.®”, 2016; Sun et al."®, 2010;
Viswanadha et al.'™, 2011).
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O modelo também permite controlar as condigbes experimentais, garantindo
reprodutibilidade, com reduzidas variagdes. Isto permite intervencdes em diferentes
estagios do processo de carcinogénese, como exemplo, durante a fase de
progressao dos tumores. De fato, é possivel identificar lesbes com potencial de
malignizacdo e malignas, assim como analisar possiveis efeitos renais e hepaticos
associados ao tratamento e/ou ao 4-NQO (Mohan et al.®’, 2016; Sun et al.'®, 2010;
Viswanadha et al."'*, 2011).

2.3 Quimioprevengao de Carcinogénese Lingual

Atualmente, novas terapias utilizando quimioterapicos mais eficazes, novos
métodos de radioterapia, terapia-alvo especifica, terapia genética, terapia biolégica e
quimioprevencgao utilizando compostos naturais, apresentam-se como uma possivel
terapia para propiciar melhora no tratamento de pacientes com CCP (Mehdipour et
al.®®, 2013).

A quimioprevencao visa controlar, regredir ou interromper os estagios de
iniciacdo, promogado ou progressao de lesbes com potencial de malignizagdo ou
malignas, muitas vezes utilizando agentes naturais ou sintéticos, os quais s&o
denominados de agentes quimiopreventivos ou quimioprotetores (Saba et al.%,
2015; Shrotriya et al.®’, 2015). Sua aplicacdo poder ser realizada em modelos pré-
clinicos ou clinicos.

O modelo ideal para estudo de agentes quimiopreventivos contra o cancer é
aquele que possibilita avaliar a resposta da intervencdo preventiva por meio do
monitoramento  clinico, histolégico e molecular da lesdo (William,
Papadimitrakopoulou'"’, 2013)

O modelo de quimioprevencdo utilizando o 4-NQO apresenta alta
reprodutibilidade e permite avaliar a eficacia e a toxicidade de uma substancia,
composto ou droga (Zhou et al.'?®, 2010).

Compostos de origens naturais tém propiciado o desenvolvimento de muitas
drogas para o tratamento do cancer (Bundela et al.’®, 2015). Por este motivo,
frequentemente estudos tentam identificar novas drogas considerando essa
importante fonte de estudo, o que tem permitido o surgimento de novos
quimioterapicos, como é o caso do docetaxel, derivado da planta Taxus bacana
(Calcabrini et al.’®, 2004; lida et al.**, 2013; Pignon et al.®2, 2000).
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Uma pesquisa atual sobre substéncias de uso potencial no tratamento do
cancer oral apontou cerca de 50 compostos anticancerigenos, dos quais,
destacamos aqui os de origem natural: resveratrol, nimbolide, luteolina, isotiocianato
de fenetil, emodina aloe, quercetina, acido elagico, estaurosporina, azadiractina,
baicaleina, berberina, genisteina, butein, curcumina, colchicina, pterostilbene,
deguelin e andrografolida (Bundela et al.™*, 2015).

O principal mecanismo de agado dos compostos naturais contra o cancer
envolve a indugao de apoptose e inibigao da proliferagdo célular, tanto em modelos
in vitro quanto in vivo (Bundela et al.'*, 2015).

Entretanto, convém salientar que compostos naturais, tais como o paclitaxel,
o docetaxel, a butein, a curcumina e a azadiractina podem apresentar deficiéncias
em parametros fisico-quimicos, por demonstrar grupos de cadeias funcionais
indesejaveis e ndo medicinais para o tratamento do cancer, limitando seu sucesso
clinico (Bundela et al.'*, 2015).

Por outro lado, na ultima década houve aumento do interesse na utilizacéo de
compostos naturais como agentes quimiopeventivos devido a melhor aceitagao
terapéutica em relagdo aos produtos sintéticos. Do mesmo modo, essa maior
aceitacao terapéutica deve ser precedida pela reducao da toxicidade clinica dessas
substancias, para assim vislumbrar uma possivel diminuicdo da necessidade de
resseccdes cirlrgicas dos tratamentos convencionais (Saba et al.?°, 2015). Desse
modo, a avaliacdo da toxicidade dos agentes quimiopreventivos & fundamental no
desenvolvimento dos estudos de agdo antineoplasica (Zhou et al.'?*, 2010).

De fato, compostos naturais apresentam percep¢do de seguranca pela
populacdo em geral, o que facilita o desenvolvimento de ensaios clinicos futuros.
Entretanto, os principais obstaculos no desenvolvimento de agentes
quimiopreventivos a partir de compostos naturais sdo a baixa poténcia
quimiopreventiva; falta de padronizacdo nos métodos de produgdo e
armazenamento para manter as concentragdes constantes; biodisponibilidade
reduzida, desconhecida ou alterada pelo metabolismo de diferentes gendtipos;
desconhecimento dos mecanismos moleculares e reduzidos estudos de eficacia e
especificidade preventiva em modelos pré-clinicos (William, Papadimitrakopoulou™"’,
2013). Mas esses obstaculos podem ser ultrapassados pelo aprimoramento
estrutural dos compostos naturais para produgé&o de novas drogas quimiopreventivas

mais ativas contra o cancer oral (Lin et al.*%, 2012).
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O modelo de quimioprevencga em ratos induzidos por 4-NQO ¢é o ideal para o
desenvolvimento de agentes quimiopreventivos e citoprotetores na fase 0 do ensaio
clinico, pois permite analisar marcadores moleculares alvos e diferentes estagios de
LPMM da cavidade oral, além de permitir a analise da toxicidade renal e hepatica.
Permitindo a identificacdo da concentragéo inibitoria do agente quimiopreventivo ou
citoprotetor e a eficacia na resposta bioldgica (Sun et al.’®, 2010; Reid et al.?”, 2011;
Viswanadha et al."'*, 2011; Mohan et al.?’, 2016).

Esta estratégia é atualmente aplicada com o intuito de identificar novas
drogas naturais utilizando substéncias com alta capacidade antioxidante em
modelos de quimioprevengdo utilizando o 4-NQO, como pode ser observado nos
estudos descritos abaixo:

- Extrato rico em Oleuropeina de folhas de oliveira dissolvidas na agua de
beber e consumido em 3mg/Kg de peso corporal por 22 semanas consecutivas
desde o estagio de iniciagdo até progressdo da carcinogénese lingual com 20ppm
de 4-NQO por 8 semanas, apresentando alta atividade antioxidante e bloqueio
modulador do efeito sobre a proliferacéo celular (Grawish et al.*”, 2011);

- HESA-A, uma mistura de erva-marinha em pé dissolvida por uma hora em
solucdo salina acidificada com HCI e tratada com NAOH até atingir o pH de 7,4,
seguida de filtracdo e administragao de 250 e 500mg/Kg peso corporal por gavagem
oral, trés vezes por semana, durante 12 semanas consecutivas desde o estagio de
iniciacao até progressao da carcinogénese lingual com 30ppm de 4-NQO por 12
semanas, demonstrando atividade antioxidante e maior sucesso clinico na dose de
500mg/Kg (Mehdipour et al.®>, 2013);

- Extrato de macga na dose de 1% (1,18g/Kg) diariamente por gavagem oral,
durante os estagios de carcinogénese lingual na fase de iniciacdo entre a 12-42
semana e promocao entre a 52-8% semana com 20ppm de 4-NQO por 8 semanas,
verificando atividades anti-inflamatdria e apoptética por meio do padrao mitocondrial
intrinseco em ambos os estagios (Ribeiro et al.®8, 2014);

- Suco de uva concentrado na dose de 1% (1,18g/Kg), diariamente, por
gavagem oral durante os estagios de carcinogénese lingual na fase de iniciagao
entre a 12-42 semana e promog¢ao entre a 5%-8% semana com 20ppm de 4-NQO por 8
semanas, apresentando atividades anti-inflamatéria, antioxidante e bloqueio
modulador do efeito sobre a proliferagdo celular em ambos os estagios (Jesus et
al.*®, 2014);
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- Extrato de macéa na dose de 1% (1,18g/Kg) diariamente por gavagem oral,
durante os estagios de carcinogénese lingual na fase de iniciagdo entre a 12-42
semana e promog¢ao entre a 5%-82 semana com 20ppm de 4-NQO por 8 semanas,
apresentando atividade antioxidante com supressdo de células cancerosas em
ambos os estagios (Ribeiro et al.?®, 2015);

- Curcumina diluida em o6leo de milho para administragcdo via gavagem oral,
diariamente de 30 e 100mg/Kg de peso corporal durante 12 semanas consecutivas a
partir do estagio de iniciacdo até promogéo da carcinogénese lingual com 50ppm de
4-NQO por 8 e 12 semanas, demonstrando atividades apoptdticas, atenuantes das
expressdes genéticas e bloqueios moduladores dos efeitos sobre as proliferagdes
celulares, além do maior sucesso clinico na dose de 100mg/Kg em ambas
concentracdes de 4-NQO (Gongalves et al.*®, 2015);

- Extrato de Viola odorata na dose de 5 e 15ml/Kg de peso corporal
administrada por gavagem oral, 3 vezes por semana durante 12 semanas
consecutivas a partir do estagio de iniciacdo da carcinogénese lingual com 30 ppm
de 4-NQO por 12 semanas, apresentando atividade antioxidante e maior sucesso
clinico na dose de 15ml/Kg (Helli et al.*", 2016).

2.4 Citoprotecao de Citotoxicidade Hepatica e Renal

A citoprotecdo € um mecanismo de controle, regressdo ou interrupgcdo dos
graus leve, moderado ou grave de citotoxicidade renal e hepatica por meio de
agentes naturais ou sintéticos, denominados de agentes citoprotetores, nefro ou
hepatoprotetores (Mohan et al.%”’, 2016; Viswanadha et al."'*, 2011). Este processo
citotoxico ja foi associado, gradativamente, aos estagios de carcinogénese oral das
LPMM de lingua induzidas por 4-NQO, sendo correlacionada ao estresse oxidativo
(Nunoshiba, Demple’®, 2015; Saba et al.*°, 2015; Shrotriya et al.%’, 2015).

De fato, alguns estudos em ratos avaliaram o efeito citoprotetor de compostos
naturais contra a citotoxicidade renal e hepatica induzidos pelo 4-NQO, os quais
descrevemos a seguir:

- Extrato em pé de Spirulina (alga plancténica) dissolvido em agua destilada e
administrada por gavagem oral (500 mg/Kg de peso corporal) por 15 dias a partir do
estagio de progressdo da carcinogénese oral. Os autores identificaram toxicidade

nos animais tratados, exclusivamente, com 20ppm de 4-NQO por 8 semanas. No



23

figado, alteracbes degenerativas vacuolares, necrose focal, microgranuloma,
infiltrado leucocitario sinosoidal e hiperplasia de células de Kupffer, além de
alteracbes em alanina transaminase (ALT, 62%=23,20 U/L) e aspartato
transaminase (AST, 86%=28 U/L). No rim, degeneracdo glomerular, redu¢cdo do
espaco urinario e ligeira dilatagdo dos tubulos proximal e distal, além do aumento de
creatinina (81%=0,9mg/dL) e uréia (52%=10,20mg/dL). Também relataram eficacia
do antioxidante testado tanto no figado quanto no rim, com evidéncia de diminuigcéo
do tamanho e numero de microgranuloma no figado e ligeira redugao degenerativa
do glomérulo no rim, assim como a redugédo de enzimas hepaticas e renais no soro
em ALT (31%=19,20U/L), AST (26%=15,90U/L), creatinina (20%=0,4mg/dL) e ureia
(25%=7,7mg/dL) (Viswanadha et al."'*, 2011).

- Extrato da folha de Oroxylum indicum (L.) na dose de 50, 100 e 200mg/Kg
de peso corporal administrado via oral durante um més no estagio de progressao da
carcinogénese oral com 50ppm de 4-NQO por 4 meses. O 4-NQO produziu aumento
nos niveis de enzimas hepaticas de AST (16%=5 U/L), ALT (85%=23 U/L) e ALP
(fosfatase alcalina) (178%=125 U/L), além da creatinina (200%=0,8mg/dL). O extrato
testado demonstrou atividade citoprotetora renal e hepatica, além de antioxidante
com reducdo das enzimas hepaticas e marcadores renais na dose de 50mg/Kg do
AST (16%=5 U/L), ALT (20%=10 U/L), ALP (33%=65 U/L) e creatinina
(29%=0,85mg/dL); na dose de 100mg/Kg de AST (23%=7 U/L), ALT (40%=20 U/L),
ALP (38%=75 U/L) e creatinina (45%=0,65mg/dL); e na dose de 200mg/Kg de AST
(33%=10 U/L), ALT (50%=25 U/L), ALP (48%=95 U/L) e creatinina (58%=0,5mg/dL)
(Mohan et al.%’, 2016).

2.5 Quimiotipos do Oleo da Arvore do Cha

Os monoterpenos sdo duas unidades de isoprenos/terpenos (Gershenzon,
Dudareva®, 2007) formados por produtos quimicos dos Oleos essenciais
denominados de quimiotipos (Groot, Schmidt®®, 2016) derivados dos metabdlitos
secundarios de constituintes naturais de frutos, legumes e ervas responsaveis pelo
mecanismo de defesa de varias espécies de plantas (Gershenzon, Dudareva®’,
2007). Sao utilizados pela industria cosmética, alimenticia e farmacéutica,
entretanto, seu potencial anticancerigeno necessita ser mais explorado e estudado

em relacdo ao seu potencial de inibicdo da proliferagdo e inducdo da morte de
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células tumorais, como ja foi feito em estudos de ensaio clinico na fase Il com o
alcool perilico e limoneno (Sobral et al.’®, 2014).

A Melaleuca alternifélia € uma arvore nativa da regiao norte e sul da Australia
e seu Oleo, também chamado de “Tea Three Oil” (TTO), é extraido das folhas ou
ramos por processo de destilagdo a vapor (Groot, Schmidt®®, 201 6).

O TTO demonstrou atividades anti-inflamatoria, bactericida, analgésica,
antivirdtica, antifingica e antitumoral (Carson et al.'’, 2006; Barbosa et al.’®, 2013;
Pereira et al.®, 2014). Também foram observadas agdes clinicas ha mucosa oral em
uso tépico, reduzindo inflamagéo e infecgao sem apresentar efeitos adversos (Groot,
Schmidt®, 2016).

O TTO apresenta-se como liquido de coloragcdo amarelo claro com odor
mentolado. Devido a sua variagdo de composi¢cdo na natureza, a Organizagao
Internacional de Padronizagcdo publicou as concentragcbes maximas e minimas de
seus componentes para o uso comercial (ISO - 4730:2004), nela os seguintes tipos
de terpenos foram descritos: TP-4-ol (48-30%), y-terpineno (28-10%), 1,8 cineol
(15%-vestigio), a-terpineno (13-5%), a-terpineol (8-1,5%), p-cimeno (8-0,5%), a-
pineno (6-1%), limoneno (1,5-0,5%), além de outros descritos em menores
concentragdes (Groot, Schmidt®, 2016).

Alguns componentes do TTO sofrem alteragbes quando expostos ao oxigénio
atmosférico, luz, umidade e temperatura elevada, principalmente quando o recipiente
de conservacao fica aberto por varias horas. Desse modo, o TP-4-ol, y-terpineno, a-
terpineno e terpinoleno sdo oxidados em perdxidos, endoperédxidos, epdxidos e p-
cimeno que podem aumentar a concentracédo em até 10 vezes, causando toxicidade
(Harkenthalet al.>®, 2000; Sciarronea et al.**, 2010).

O uso clinico de TTO em concentragdes maiores ou iguais a 2% apresenta
grande numero de casos de reagado alérgica local e sistémica em humanos,
principalmente em mulheres, provenientes de preparacdes topicas do 6leo puro ou
pasta de dente, cuja reagado foi descrita como estomatite oral (Groot, Schmidt®,
2016; Monthrope, Shaw®, 2004; Nardelli et al.”%, 2009).

O TP-4-ol é responsavel por 6% das reagbes alérgicas e menos de 16%
quando associado ao TTO (Groot, Schmidt®®, 2016).

2.6 Terpinen-4-ol
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Dentre os 100 quimiotipos do TTO, o TP-4-ol € o mais concentrado e
abundante, e também encontrado em diversas plantas aromaticas de varias regides
do mundo, como a laranjeira, a tangerineira, o limoeiro, o cedro e a pimenteira
(pimenta preta) (Pino et al.®4, 2003).

Os estudos realizados com TP-4-ol demonstraram grande gama de
atividades, tais como bactericida para bactérias aerdbias e anaerdbias, gram-
positivas ou negativas (E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, S. aureus, S. epidermidis
e S. haemolyticus) (Dryden et al.??, 2004; Loughlin et al.®°, 2008; Yang et al.’®,
2011), bacteriostatica para bactérias resistentes a drogas como oxacilina (Yang et
al.’®, 2011), antifungica (Candida albicans isoladas e resistentes ao fluconazol ou
itraconazol) (Barra et al.'', 2007; Mertas et al.®®, 2015; Mondello et al.®®, 2006),
antiparasitaria (Baldissera et al.’, 2016), anti-inflamatoria (Bakkali et al.?, 2008),
antivirdtica (Astani et al.’, 2010; Bakkali et al.’, 2008; Garozzo et al.*?, 2011),
antibacteriana da cavidade oral (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus ratti, Streptococcus
criceti,  Streptococcus  anginosus, Streptococcus  gordonii,  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e
Porphylomonas  gingivalis) (Cha et al.'®, 2007), antibiofilme microbiano
(Staphylococcus aureus e Escherichia coli) (Budzynska et al.”®, 2011), relaxante da
musculatura lisa vascular (inibindo o influxo de Ca®*) (Maia-Joca et al.®?, 2014),
hipotensiva (Lahlou et al.®, 2003), anticonvulsivante (Nobrega et al.”*, 2014),
antibacteriano e antifungico associado a drogas convencionais como o gluconato de
clorexidina e fluconazol contra resisténcia bacteriana e fingica (Shapira et al.®,
2016) antioxidante (Barra et al."!, 2007) e anticancerigena (Shapira et al.**, 2016;
Wu et al.'"®, 2012).

Os estudos da atividade antitumoral do TP-4-ol demonstraram estimulo da
morte celular em células malignas pela indugcdo de apoptose dependente de
caspase e necrose e interrupcio do ciclo celular em concentragdes que variaram de
0,005% a 0,1%. Os estudos incluiram linhagens celulares de carcinoma epitelidide
(HeLa), leucemia linfoblastica humana de células T (MOLT-4), leucemia mielbide
crénica humana (K562), leucemia mieldide aguda de células B humana (CTVR-1),
melanoma humano (B16), melanoma humano, variante resistentes a drogas

(M14WT), mesotelioma murinos (Ae17), adenocarcinoma de pulmao humano



26

(A549), carcinoma de células pequenas de pulmdo de camundongos (A549/CL1-0);
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e adenocarcinoma coloretal humano
(DLD-1) chegaram a demonstrar inibicdo de proliferagdo de 20-56% na proliferacao
celular (fase G,/M do ciclo celular), indugdo de morte celular por apoptose em 45-
90% e, até mesmo, auséncia de necrose (Sobral et al.'®, 2014; Shapira et al.®,
2016; Wu et al.”*®, 2012).

Os mecanismos de acao antitumoral do TP-4-ol demonstram-se dose-
dependente e relacionados a morte celular por apoptose, associada a interrupgao do
ciclo celular no ponto de checagem sub-G4. Este processo foi associado a ativagao
de caspase 9 que cliva e ativa a caspase 3 e ambas clivam e ativam a poli-
adenosina difosfato de ribose polimerase (PARP) pertencentes a via intrinseca
mediada por mitocondria. Esta via intrinseca esta relacionada também a perda do
potencial da membrana mitocondrial por despolarizagdo que libera fracbes do
citocromo ¢ para o citosol celular diminuindo os niveis expressos das proteinas anti-
apoptéticas da familia de células de linfoma-B 2 (BCL-2) e proteinas inibidoras de
apoptose (IAP) como a survivina e ligada ao X (XIAP) que inibe sua acédo e a
atividade de caspase 3 e 9, consequentemente aumentando as expressdes das
proteinas pré-apoptéticas associada ao X (BAX) atuante na interrupgédo do ponto de
checagem sub-G+ que ativa sua acéo apoptética (Wu et al.''®, 2012).

Outro mecanismo de morte celular induzida por TP-4-ol foi explicado por meio
da apoptose tardia ou necrose, interrompendo o ponto de checagem G,/M do ciclo
celular, que foi identificada devido a diminuicdo da expressao da proteina p53 que
ativa caspase 3 e PARP indutora de apoptose (Wu et al.'®, 2012).

Portanto, frequentemente, o TP-4-ol apresenta morte celular por apoptose e
necrose de células tumorais.

Ja estudo realizado em animais, em modelo de xenoenxerto com inje¢cao
subcutanea de células de adenocarcinoma de coloretal humano (HCT116/DLD1) no
flanco direito de camundongos, posteriormente tratados com TP-4-ol, demonstrou
atividade antitumoral dose dependente na administragdo sistémica de 4mg, assim
como atividade antitumoral apds a inje¢ao intratumoral de 0,1% combinada com a
injecao intraperitoneal (10mg/Kg) de Erbitux (cetuximab), duas vezes por semana,
durante trés semanas. Os autores relataram eficacia de mais de 70% (sistémica) e
60% (intratumoral combinada ao cetuximab) na redu¢do do volume e peso tumoral

sem nenhum efeito adverso (Shapira et al.*®, 2016).
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Outro estudo, também utilizando modelo de xenoenxerto em fémeas de
camundongos e injecdo subcutanea no flanco direito de células pequenas de
carcinoma purlmonar de camundongos (A549) e posteriormente tratados com
administracao intravenosa de 100uL (0,06% e 0,1%) de TP-4-ol, diariamente, por 18
dias, resultou em eficacia na redu¢cdo do volume tumoral de 33,4% para a menor
concentracdo e 83,4% para a maior concentragao, induzindo apoptose e inibindo
proliferacéo celular, sem nenhum efeito adverso (Wu et al.’*®, 2012).

Além disso, o TP-4-ol demonstrou maior solubilidade em agua,
biodisponibilidade e eficacia em nano formulagdes, quando aplicado em suspensao
sisttmicamente e em baixas concentragdes para a quimioprevencao de varios tipos
de cancer incluindo o carcinoma de lingua. Apesar destas vantagens, as nanogotas
de TP-4-ol demonstraram grave toxicidade com redug¢ao do peso corporal e aumento
da mortalidade (Shapira et al.?*, 2016).

Todavia, a administragdo de TP-4ol por gavagem oral causou pouca
toxicidade aguda em camundongos, quando tratado abaixo da dose letal (DLsp) de
1457,8mg/ml (Yang et al.'®, 2011).

Os parametros farmacocinéticos e farmacodinadmicos da injegdo intravenosa
de 2mg/Kg de TP-4-ol em modelo de ratos Wistar demonstraram pico de 23,3% TP-
4-ol livre no plasma apés 30 minutos, com 76,7% ligado a proteina plasmatica. A
meia vida foi estimada em 2 horas e 20 minutos no plasma e 1 hora e 17 minutos na
derme. Ja para os parametros farmacolégicos bioanaliticos, intra e interdias da
concentracdo de TP-4-ol extraido do plasma (90,3%) e da derme (98,6%)
asseguraram a estabilidade das amostras na temperatura/periodo de 25°C/24 horas
ou -20°C/1 més (Chooluck et al.'®, 2013).

2.7 A Importancia de Parametros para Anadlises da Quimioprevengao,
Citoprotecdo e Citotoxicidade do Terpinen-4-ol em Ratos Saudaveis e

Oncolégicos Induzidos por Oxido de 4-Nitroquinolina

Embora o modelo de xenoenxerto propicie dados sistémicos importantes, este
modelo utiliza tumores clonais o que limita a extrapolagdo dos resultados tornando-
os especificos para as células analisadas, além disso, utilizam animais
imunossuprimidos, o que retira da analise os efeitos do sistema imunolégico no

tratamento realizado.
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O modelo de quimioprevengdo em ratos induzidos por 4-NQO propicia um

salto na analise, pois permite a analise de parametros biométricos (Shrotriya et al.%,

2015), bioquimicos (Viswanadha et al.'™, 2011), macroscépicos (Grawish et al.*’,
2011; Pifa-Zentella et al.®, 2016; Salama et al.', 2012; Shuvy et al.*®, 2011) e
microscopicos (Gautam et al.**, 2014), dados esses que permitem o
acompanhamento da atividade quimiopreventiva e/ou citotdxica hepatica e renal dos
animais (Mohan et al.®’, 2016; Suzuki et al.'®, 2006). Além de mais, sendo um
modelo de oncogénese produzida individualmente para cada animal, apresenta-se
similar ao processo de carcinogénese em humanos, tanto nos sinais clinicos quanto
1.3, 1995),

permitindo a construgdo de um quadro geral das consequéncias da exposi¢ao a

nos diferentes estagios de desenvolvimento tumoral (Nauta et a

substancia experimental.

Esta associacdo de analises de parametros biométricos, bioquimicos,
macroscopicos € microscopicos, no experimento quimiopreventivo, citoprotetor e
citotoxicos em modelo de carcinogénese lingual e citotoxicidade renal e hepatica em
ratos saudaveis e oncologicos, permite a construgdo de um quadro geral de

exposicao a substancia experimental.
2.7.1 Parametros biométricos

A analise de parametros biométricos como consumo de agua, rag¢ao, 4-NQO e
TP-4-ol (Shrotriya et al.®®, 2015) associada ao peso do animal, figado, rim (Naoi et
al.%®, 2010) e lingua é um indicador relevante da perda ou ganho de peso dos érgéos
ou animais nas fases de promocao e progressdo do CEC oral em modelo de
quimioprevencdo utilizando 4-NQO (McCormick et al.®*, 2010), principalmente devido
a pouca influéncia da droga quimiopreventiva na perda de peso em processos de
toxicidade (Mehdipour et al.®>, 2013).

2.7.2 Parametros bioquimicos

As dosagens bioquimicas no plasma de alanina transaminase (ALT),
aspartato transaminase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) permitem investigar essas
enzimas intracelulares dos hepatocitos que atingem a corrente sanguinea apos

lesdo celular. O ALT aumenta drasticamente em processos de lesbes hepaticas
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agudas, tais como hepatite viral ou overdose por paracetamol. O AST também
aumenta nas lesdes hepaticas agudas, entretanto, pode estar associada a lesées
em hemacias, musculo estriado e cardiaco. A fosfatase alcalina (ALP) € uma enzima
presente nas células dos ductos biliares, seus niveis plasmaticos aumentam em
grandes obstrugdes biliares, colestases intra-hepaticas ou doengas infiltrativas do
figado (Amacher®, 2002; Ramaiah®®, 2007; Titcomb''?, 2003).

A creatinina € um produto da metabdlise da fosfocreatina muscular.
Apresenta-se constante no sangue e a creatinina urinaria € um parametro para
calcular a taxa de filtragdo glomerular, sendo, portanto, relacionada a fungéao renal. A
uréia é formada principalmente no figado, sendo filtrada pelos rins e eliminada na
urina ou no suor. E fruto do metabolismo proteico, portanto, seus niveis podem
alterar sob aumento ou reducdo do metabolismo, além de poderem indicar
alteracdes do processo de filtracdo glomerular (Bagshaw, Gibney’, 2008; Pianta et
al.®", 2013; Schwartz, Work®, 2009; Vanholder et al.’*®, 2003).

As analises de ALT, AST, ALP, ureia e creatinina sdo indicadores sensiveis
para a identificacdo de lesdao hepatica e de alteracdo da funcédo renal, mesmo
quando as caracteristicas histopatoldégicas ainda ndo sao evidentes. S&o
consideradas importantes para eliminagao de viés e aumento da evidéncia cientifica
do experimento, devido a avaliagdo da citotoxicidade renal e hepatica em
experimentos utilizando 4-NQO e substancias de reconhecida atividade antioxidante,
como o TP-4-ol (Kim et al.®?, 2004; Manaia et al.®*, 2015; Viswanadha et al."",

2011).
2.7.3 Parametros macroscopicos

As analises macroscopicas da lingua (Grawish et al.¥’, 2011), figado (Pifia-
Zentella et al.®%, 2016; Salama et al.®', 2012) e rim (Shuvy et al.*®, 2011) do rato
proveniente de modelos de indugbdes patoldgicas (Pifia-Zentella et al.®, 2016;
Salama et al.”!, 2012; Shuvy et al.*®, 2011) como é o caso do 4-NQO (Grawish et
al.*”, 2011), sdo importantes na evidenciacdo clinica do efeito protetor (integridade)
ou toxico (lesdes/alteragbes de tamanho) sob a morfologia dos 6rgados analisados
(Grawish et al.*”, 2011; Pifia-Zentella et al.?%, 2016; Salama et al.?’, 2012; Shuvy et
al.*®, 2011).
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2.7.4 Parametros microscépicos

As analises microscopicas de tecidos permitem a observacdo de achados
micromorfoldgicos em andlises semi-quantitativas ou quantitativas. A classificagao
inflamatoria justifica-se pela alta prevaléncia de células inflamatorias peri e intra
tumorais nas LPMM induzidas pelo 4-NQO (Tanaka et al.'®, 2014).

O sistema binario de andlise histopatolégica nas LPMM (Kujan et al.>*, 2006)
e a anadlise da invasdo microscopica do CEC oral permitem a indicagao da eficacia
quimiopreventiva para o desenvolvimento tumoral induzido pelo 4-NQO mediante a
exacerbacdo ou regressdo das LPMM de lingua (McCormick et al.®*, 2010; Peng et
al.”®, 2015) e lesdes histopatoldgicas do processo de invasdo do CEC oral quando
comparados com o controle positivo (William, Papadimitrakopoulou'’, 2013).

As analises microscopicas do figado e rim do rato demonstram pela
classificagdo de alteragdes inflamatérias, vasculares e celulares, possiveis
alteragbes histolégicas propiciadas pelo 4-NQO, pela substancia teste ou pela
associacdo de ambas, quando comparadas com ocontrole negativo (Lim et al.”’,
2010; Viswanadha et al."™*, 2011).
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3 PROPOSIGAO

3.1 Hipéteses nulas (Ho)

e O TP-4-ol ndo é eficaz na quimioprevencao de LPMM na lingua de ratos oncoldgicos
induzidos por 4-NQO?

e O TP-4-ol ndo é eficaz na citoprotecdo de hepato e nefrotoxicidade de ratos

hepatopatas e nefropatas induzidos por 4-NQO?

o O TP-4-ol ndo apresenta potencial de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudaveis?

3.2 Hipéteses alternativas (H4)

e O TP-4-ol é eficaz na quimioprevencdao de LPMM na lingua de ratos oncoldgicos
induzidos por 4-NQO?

o O TP-4-ol é eficaz na citoprotegao de hepato e nefrotoxicidade de ratos hepatopatas

e nefropatas induzidos por 4-NQO?

e O TP-4-ol apresenta potencial de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudaveis?

3.3 Objetivos especificos

Analisar o potencial quimiopreventivo, citoprotetor e citotdxico de duas
concentragbes distintas de TP-4-ol em ratos saudaveis e oncoldgicos de lingua,
hepatopatas e nefropatas induzidos por 4-NQO apds 16 semanas do protocolo

experimental, nos seguintes parametros:

e Biométrico para avaliagcdo quimiopreventiva e citotoxica por meio da
mensuragao do peso corporal, lingual, do figado e rim do rato, além do

consumo de agua e alimento;
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Bioquimico no sangue para avaliagao citoprotetora e citotoxica pelas
dosagens do plasma de marcadores do figado como ALT, AST e ALP, além
de marcadores do rim como a ureia e creatinina;

Macroscopico na lingua para avaliagdo quimiopreventiva do tamanho dos
orgaos e presenca de lesdes fundamentais;

Macroscopico no rim e figado para avaliagdo citoprotetora e citotoxica do
tamanho dos 6rgaos;

Microscopico do tecido lingual para avaliagédo quimiopreventiva contra LPMM
por meio das classificacbes de alteragdes histopatoldgicas, risco de
malignizacao da displasia moderada, invasao tumoral e infiltrado inflamatorio;
Microscoépico do rim e figado para avaliagdo citoprotetora e citotdxica por

meio da classificacado de alteragdes citotoxicas.
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Instituicao do Tratamento com Terpinen-4-ol

O (-)-TP-4-ol (negativo) de 25g foi obtido da empresa Sigma® e mantido nas
condi¢cbes recomendadas pelo fabricante. As doses de tratamentos com o TP-4-ol de
0,035¢g/Kg e 0,0035g/Kg de peso corporal dos ratos foram homogeneizadas a cada 1
mL de agua purificada para o protocolo de tratamento experimental via gavagem
oral.

Considerando os resultados obtidos do potencial antineoplasico por Wu et
al.’® (2012) na dose de 0,1g de TP-4-ol, ou seja, pela inje¢do intravenosa de
100uL/Kg de peso corporal do camundongo pesando 350g (modelo com
xenoenxerto de células pequenas de carcinoma pulmonar de camundongos),
realizamos a regra de trés simples para obter a concentragéo relativa por quilo de
peso corporal para ratos Holtzman, resultando em 100% (0,035g/Kg) e 10%
(0,0035g/Kg). Vale ressaltar que estas doses de tratamentos equivalem
respectivamente a 1/40 (0,035g/Kg) e 1/400 (0,0035g/Kg) da dose letal de 50% (DL
50) do TP-4-ol administrado via gavagem oral de 1,4g/Kg de peso corporal do

camundongo (Yang et al.’®®, 2011).
4.2 Ensaios In Vivo
4.2.1 Ratos (Rattus norvergicus albinos, Holtzman)

Foram utilizados 64 ratos (Rattus norvergicus albinos, Holtzman), machos,
com 8 semanas de idade, com peso entre 120 e 130g, provenientes do Biotério
Central da UNESP e mantidos em gaiolas plasticas (n=4) em um ambiente com
temperatura controlada (21+1°C), umidade (65-75%) e ciclos de luz (12h claro-12
escuro) e alimentados com agua e ragao a vontade.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Odontologia de Araraquara com o protocolo n® 8/2015 (ANEXO A)
de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) e Instrugdo Normativa n°® 04 de 18 de junho de
2014 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil acerca de
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estudo nado clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica necessario ao

desenvolvimento e registro de medicamentos fitoterapicos.
4.2.2 Desenho experimental

Ap6s uma semana de ambientacdo, os ratos foram divididos aleatoriamente
em seis grupos (n=64) para o experimento no periodo de 16 semanas, o grupo 1
(G1) controle negativo ou grupo 2 (G2) controle positivo (n=8) e o grupo 3 (G3),
grupo 4 (G4), grupo 5 (G5) e grupo 6 (G6) intervengédo (n=12). Os ratos saudaveis
do G1, G3 e G4 foram alimentados a vontade com ragdo e agua de beber por 16
semanas, sendo que nas 8 semanas finais foram tratados com TP-4-ol via gavagem
oral, o0 G3 com a maior dose de 0,035g/Kg e o0 G4 com a menor dose de 0,0035g/Kg.
Os outros grupos foram induzido quimicamente a carcinogénese lingual com 25ppm
de 4-NQO (Sigma, USA) preparado em 2,5mg/ml de propileno glicol, administrado
na agua de beber, durante 8 semanas iniciais, sendo que nas 8 semanas finais
apenas o G2 foi alimentado a vontade. Os outros dois grupos foram tratados com o
TP-4-ol via gavagem oral, o G5 com a maior dose de 0,035g/Kg e o G6 com a menor
dose de 0,0035g/Kg.

O periodo de tratamento quimiopreventivo utilizando as duas doses do TP-4-
ol foi realizado no estagio de progressao (92 a 16 semanas) do carcinoma de lingua
(Ribeiro et al.®®, 2015). A analise da citotoxicidade hepatica e renal foi realizada
utilizando parametros bioquimicos e histopatologicos. O protocolo de indugédo de
carcinogénese pelo 4-NQO e os tratamentos quimiopreventivos experimentais estao
descritos na figura 1 e foram desenvolvidos conforme os estudos de Kasai et al.*
(2000) e Zhao et al.'* (2014).
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Figura 1 — Protocolo para indugdo de carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal,
seguidos de tratamento experimental dos G1 (ratos saudaveis), G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-
NQO), G3 (ratos saudaveis + 0,035g/Kg/TP-4-0l), G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol), G5
(ratos oncolégicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO +
0,0035g/Kg/TP-4-0l).

16 (semanas de tratamentos)

!
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Fonte: Autoria propria.
4.3 Sacrificio

Foi realizada a eutanasia ao final do experimento de 16 semanas
consecutivas dos seis grupos experimentais com decapitagao cervical por guilhotina,
uma vez que, este método ndo contamina quimicamente o sangue e tecidos, como
ocorre por meio dos métodos quimicos de eutanasia e também por necessidade de
coleta de maior do volume de sangue para analise de multiplos parametros
bioquimicos ao mesmo tempo (Diehl et al.°, 2001; Nolen’®, 2011). Foi executado por
pesquisador previamente treinado, no inicio da manha, para coleta dos érgédos que

foram analisados mediante parametro biométrico, macroscopico e microscopico.
4.4 Anadlise de Parametros Biométricos

A balanga de previséo foi utilizada para pesar animais e 6rgaos. A proveta de
vidro foi utilizada para mensurar os volumes de liquidos. Foram mensurados os
seguintes parametros: peso corporal de cada rato no periodo inicial e final do
protocolo experimental [PRi-PRf(g)] (Shiotani et al.*®

(PL.100/PRf), peso do figado (PF.100/PRf) e peso do rim de cada rato apds o

, 2001); peso da lingua
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sacrificio (PR.100/PRf) (Aloia et al.?, 2010); e o consumo de agua (ml) e alimento (g)

por semana em cada grupo experimental (Shiotani et al.%¢, 2001).
4.5 Analise de Parametros Bioquimicos

Apos o sacrificio por decapitagdo cervical, foram coletados 3mL de sangue
total de cada rato, os quais foram mantidos em tubos de vidro contendo heparina
sddica. Os tubos foram entdo centrifugados a 2.500 r.p.m. por 10 minutos para
separagao do plasma. As dosagens bioquimicas dos marcadores do figado e rim
como ALT, AST, ALP, ureia e creatinina foram realizadas utilizando kits comerciais
da ©Ortho-Clinical Diagnostics (Johnson & Johnson Company) no autoanalisador
Vitrus® 250, por meio da tecnologia de quimica seca. O processo se inicia apos
11uL de cada amostra ser inserido no “slide” do aparelho. Esse “slide” é composto
por cinco camadas filtradoras de interferentes de alto peso molecular como
proteinas, adicionado de membranas e reagentes especificos para cada marcador
hepatico e renal. O processo € monitorado por espectrofotometria de reflectancia,
que € convertida, utilizando a taxa de variagdo de densidade de reflexdo, em
concentracdes dos marcadores analisados. O tempo total de analise € cerca de 2 a
5 minutos.

O ALT e AST sao enzimas catalisadoras, respectivamentes de piruvato e
oxalacetato glutamico, presentes no citoplasma dos hepatocitos e mitocéndria em
menor concentragédo (apenas o AST). O ALP €& uma enzima hidrolisadora de fosfato,
presente nas ceélulas epiteliais dos ductos biliares do figado. As elevagbes das
concentracdes do ALT, AST e ALP sao em virtudes, respectivamente, de lesdo no
figado, tecido (figado, coragdo, musculo, cérebro e rim) e ducto hepatobiliar,
denominado de coléstase. Ja a hepatotoxicidade é devido a elevagdo do ALP, ALT
isolado ou combinado ao AST (Amacher®, 2002; Ramaiah®, 2007; Titcomb''°, 2003).

A ureia e creatinina sdo metabdlitos nitrogenados e derivados,
respectivamente, de proteinas dietéticas ou da renovacéao tecidual e catabolismo de
creatina muscular, ambos filtrados pelos glomérulos renais. A ureia € reabsorvida
(40-50%) pelos tubulos renais. As elevagdes das concentragdes de ureia e creatinina
sao relacionadas a lesdo renal aguda proveniente da necrose tubular aguda e
reducdo maior que 50% da taxa de filtragdo glomerular. Entretanto, também

observam-se aumentos isolados de creatinina em processos de nefrotoxicidade



37

(Bagshaw, Gibney’, 2008; Pianta et al.®", 2013; Schwartz, Work®, 2009; Vanholder
etal.’ 2003).

4.6 Analise de Parametros Macroscopicos

Apds o sacrificio foram coletadas e identificadas a lingua, o figado e o rim
para analises macroscopicas. A lingua foi fotografada imediatamente apds sua
exérese. Depois os tecidos foram fixados em formol tamponado a 10% por 24 horas.

As analises macroscopicas dos orgaos foram realizadas reconhecendo e
descrevendo o tipo e tamanho (comprimento x altura x largura=mm?®) do 6rgéo e das
lesdes.

Especificamente para a lingua, nas analises macroscopicas, consideramos 0s
tipos de lesdes fundamentais e seus aspectos clinicos como: mancha (lesdo plana
de area circunscrita com alteracdo de cor da mucosa em relagdo ao tecido
circunjacente), placa (lesao solida e ligeiramente elevada com extensdo maior que
5mm, bem delimitada e superficie lisa ou rugosa), papula (lesdo sdlida e elevada
menor que 5mm, bem delimitada, superficie pontiaguda, arredondada, plana ou
rugosa, unica ou agrupada, localizada no epitélio ou Iamina proépria), nédulo (lesdo
sélida e elevada maior que 5mm, bem delimitada, superficie plana ou rugosa, unica,
localizada no tecido conjuntivo), vesicula (lesdo liquida e elevada menor que 5mm,
forma semi-esférica, bem delimitada, superficie lisa, Unica ou agrupada, localizada
intra ou subepitelial), bolha (les&o liquida e elevada maior que 5mm, bem delimitada,
superficie lisa, localizada intra ou subepitelial), eroséo (lesao ligeiramente depressiva
com perda parcial do epitélio sem exposi¢gao do tecido conjuntivo) e ulcera (leséo
depressiva com perda total do epitélio com exposicao do tecido conjuntivo)
(Federman, Kirsner?*, 2002; Federman et al.?®, 2001; Gambino et al.’!, 2015;

Hipdlito, Martins*?, 2010).
4.7 Analise de Parametros Microscopicos

Apos as analises macroscopicas os tecidos foram desidratados, diafanizados
com xilol e, posteriormente, incluidos em parafina histolégica. Os blocos de tecido
foram entdo submetidos a micrétomo rotatério e cortes de 4 um foram obtidos para

posterior coloracdo em Hematoxilina e Eosina.
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Especificamente para as linguas, apdés a macroscopia, foram realizados
cortes histologicos seriados do apice da lingua para a base. Cada secgao
apresentou 3 mm de largura e os cortes foram organizados no interior do cassete de
modo a impedir que uma mesma regiao fosse avaliada em dois cortes subsequentes
(Figura 2).

Figura 2 — Cortes seriados das linguas a cada 3,0 mm.

Fonte: Autoria propria.

Todas as analises foram realizadas de forma cega e independente por
patologista experiente, anteriormente calibrado com concordancia de replicabilidade
excelente intra-examinador por meio do coeficiente de correlacéo intraclasse com
reprodutibilidade de 15% das amostras em dois momentos distintos
(P=1,0/p<0,0001). Os 6rgaos foram examinados nos aumentos de 100, 200 e 400x
sob microscopio de luz (Carl Zeiss, Primo Star, Germany).

As linguas foram analisadas de acordo com o0s seguintes parametros
histopatoldgicos. Classificacdo adaptada de alteragbes histopatoldgicas (Quadro 1);
Classificagao adaptada do risco de malignizagado da displasia moderada de lingua,
considerando a margem de transi¢cdo entre a displasia leve de baixo risco e a
displasia grave de alto risco (Quadro 2, Kujan et al.>*, 2006); Classificagdo
modificada da invasao microscopica do carcinoma lingual (Quadro 3, McCormick et
al.%*, 2010; Peng et al.”®, 2015); Classificacdo adaptada e modificada de intensidade
e tipo de infiltrado inflamatdrio (Vizzotto Junior et al.'*®, 2003) no carcinoma lingual
de ratos induzidos por 4-NQO (Quadro 4, Tanaka et al.’®, 2014).

Para localizarmos as alteragcbes histopatoldégicas nas linguas dos animais,

todos os achados histopatolégicos foram registrados especificamente quanto a
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localizagdo em face: dorso, borda lateral ou ventre; regido: anterior (sulco central no
dorso lingual com extensa faixa de tecido epitelial), média (protuberancia central no
dorso lingual com pouca faixa de tecido epitelial e auséncia de tecido glandular no
interior do musculo lingual) ou posterior (duas eminéncias em lados opostos no
dorso lingual com amplo tecido conjuntivo e tecido glandular intra-muscular); e
posicao: direita, mediana ou esquerda (Figura 3).

Os rins e figados foram analisados conforme parametros histopatoldgicos e
classificados modificamente em alteracdes citotoxicas especificas (Lim et al.*', 2010;
Viswanadha et al.'™, 2011).

Para os rins, analisamos a regido cortical (glomérulo aumentado, atréfico ou
necroético; acumulos intra ou intercelulares de pigmentos; integridade da capsula de
Bowman; espaco urinario reduzido ou ampliado; ducto proximal e distal edemaciado,
necrotico ou com acumulo de pigmento) e medular (ductos edemaciados ou
necréticos e infiltrado inflamatério - tipo e intensidade) (Lim et al.°', 2010;
Viswanadha et al."**, 2011).

Para os figados, analisamos as regides de espaco porta, inter-lobular e
centro-lobular (presengca de congestdo em espago porta ou veia centro-lobular,
pigmentacdo intravascular e alteragdes em sinusdides ou hepatdcitos - edema,
lipidose, acimulo pigmentares e necrose) (Lim et al.®", 2010; Viswanadha et al.'™,
2011).

Tanto para o figado quanto para os rins, os resultados histopatoldgicos
especificos foram, posteriormente, organizados e classificados em alteragdes
citotoxicas gerais da seguinte forma: 0 = nenhuma alteragao distinguivel de 0%; 1 =
leve alteragdo com evidéncia até 30%; 2 = moderada alteragdo com evidéncia de
31-60%; 3 = alteracdo grave com ampla propagacdo de 61-100% (Lee et al.*,
2008).
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Quadro 1 — Classificacdo adaptada das alteragdes histopatoldgicas.

Tipo Alteraciao tecidual
Hiperplasia Camada espinhosa (hipertrofia/espassamento) e/ou camada basal/parabasal
escamosa (hiperplasia celular basal) com estratificagdo regular da arquitetura sem

atipias celulares

Displasia leve

Terco inferior do epitélio arquitetdnico com atipias celulares

Displasia moderada

Até o terco médio do epitélio arquitetdnico com atipias celulares

Displasia grave

Mais que dois tergos do epitélio arquitetdbnico com atipias celulares

Papiloma

Projecdes papilares exofiticas contendo ilhas de tecido conjuntivo

Fonte: Autoria propria adaptada de Kujan et al.>* (2006).

Quadro 2 - Classificagdo adaptada do risco de malignizagao da displasia moderada

de lingua.
Sistema Binario Risco de
Alteragao arquitetonica Alteracao citologica Malignizagao
Estratificacao epitelial irregular Variagao anormal no tamanho Baixo risco

nuclear (anisonucleose)

Perda de polaridade das
células basais

Variagdo anormal na forma nuclear
(pleomorfismo nuclear)

< 3 alteragdes arquitetdnicas

Cristas epiteliais em forma de
gota

Variagdo anormal no tamanho
celular (anisocitose)

< 4 alteragdes citologicas

Aumento do numero de
figuras de mitose

Variagdo anormal na forma celular
(pleomorfismo celular)

Mitoses andmalas superficiais

Aumento da propor¢ao nucleo-
citoplasma

Alto risco

Queratinizagéo prematura em
células isoladas

Aumento no tamanho nuclear

= 4 alteragdes arquitetonicas

Pérolas de queratina dentro
das cristas epiteliais

Figuras de mitoses atipicas

2 5 alteragdes citologicas

Aumento do nimero e tamanho de
nucléolos

Hipercromatismo

Fonte: Autoria propria adaptada de Kujan et al.>* (2006).

Quadro 3 — Classificagdo modificada da invasdo microscépica do carcinoma lingual.

Carcinoma lingual

Extensao tecidual

In situ

Presencga de células malignas no epitélio sem

romper a membrana basal subjacente

Micro-invasivo

Presenca de células malignas no epitélio com rompimento da membrana basal
subjacente

Invasivo

Presenca de células malignas na lamina prépria do tecido conjuntivo, mas sem ocorrer

a invasao do tecido muscular estriado subjacente

Profundamente invasivo

Presenca de células malignas na lamina prépria do tecido conjuntivo e invadindo o
tecido muscular estriado subjacente

Fonte: Autoria prépria modificada e adaptada de McCormick et al.** (2010) e Peng et al.” (2015).

Quadro 4 — Classificacao modificada e adaptada de intensidade e tipo do infiltrado
inflamatério do carcinoma lingual.

Intensidade
Parametro
Inflamatério Ausente Discreta Moderada Acentuada Tipo (escore final)
(0%) (1-33%) (34-66%) (>66%)
Neutrofilos Agudo (-9 a -3)
Edema intersticial 0 -1 -2 -3
Congestéo vascular Subagudo (-3,1 a 3)
Monomorfonucleares
Tecido de granulagéo 0 1 2 3 Cronico (3,1 a9)
Fibrose

Fonte: Autoria propria modificada e adaptada de Vizzotto Junior et al.”™ (2003) e Tanaka et al.”™ (2014).
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Figura 3 — Desenhos esquematicos da topografia da lingua de ratos Holtzman para quantificagdo da
localizagdo de lesdo quanto a face, regido e posi¢do. (a) Face do dorso; (b) Face do ventre; e (c)
Face da borda lateral. Todas as faces acompanhadas de regido anterior (A), média (M) ou posterior

(P) e posigao direita (D), mediana (Md) ou esquerda (E).
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Fonte: Autoria propria.
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4.8 Expressoes dos Resultados e Analises Estatisticas

Os resultados foram agregados e as médias e desvios-padrao foram obtidas
nos diferentes grupos experimentais para comparagao multipla de K amostras por
meio da ANOVA (One/Two-Way) seguido de pés-teste de Tukey’s (parametros
biométricos, macroscopicos e microscopicos) e Newman-Keuls (parametros
bioquimicos) por meio do software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA), considerando 5% como nivel de significAncia estatistica (ICgs%,;
p<0,05), sendo apenas descritos os resultados estatisticamente significantes,

representados por ®“p<0,05, #p<0,01 e ¥"p<0,0001.
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5 RESULTADO

Iniciamos nosso experimento com 64 ratos, um rato oncoldgico de lingua,
hepatopata e nefropata, tratado do G5 morreu durante a 122 semana do
experimento, ndo incluido na analise dos resultados (n=63). O rato em questéo
apresentou sinais de desconforto como disfagia, perda de peso corporal e ericado
no momento da gavagem oral. Interrompemos por uma semana a indugao de
carcinogénese lingual com o 4-NQO, substituindo por agua. Nossos esforgos néo

foram capazes de reverter o quadro clinico do rato e o mesmo veio a obito.

5.1 Analise de parametros biométricos

A figura 4 apresenta os resultados obtidos nas analises dos parametros
biométricos. E possivel verificar que, a partir da 142 semana de tratamento, a curva
de ganho de peso nos G4 (menor dose TP-4-ol) e G6 (4-NQO + menor dose TP-4-
ol) se destaca dos demais grupos e essas diferencas demonstraram-se
estatisticamente significantes quando comparadas com o G2 (4-NQO, P<0,01). Este
ultimo apresentou perda de peso e redugédo (P<0,01) no consumo de ragéo (ndo
estatisticamente significante) comparado aos outros grupos estudados.

Também é possivel observar que o G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol)
esbocou uma mudanga na curva de peso a partir da 152 semana, porém nao foi
observada diferenca estatisticamente significante (Figura 4).

Para o consumo de agua, os G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol) e G6 (4-NQO
+ menor dose TP-4-ol) demonstraram aumento estatisticamente significante de
consumo de agua quando comparados com o G2 (4-NQO, P<0,0001)(Figura 4).

Ja para as analises dos pesos dos 6rgaos, o G6 (4-NQO + menor dose TP-4-
ol) demonstrou maiores pesos médio das linguas quando comparado com o G2 (4-
NQO, P<0,05), mas é conveniente salientar que as médias dos pesos das linguas
nesse ultimo grupo de animais também foi menor que o G1 (ratos saudaveis,
P<0,05) (Figura 4).

Quando analisamos os pesos médios dos figados, o G4 (menor dose TP-4-ol)
demonstrou menor média de peso (P<0,01) comparado ao G1 (ratos saudaveis) e
G2 (4-NQO). Ja o G3 (maior dose TP-4-ol) apresentou menor média de peso do
figado que o grupo G2 (4-NQO, P<0,01) (Figura 4).
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Para as médias de pesos dos rins, o G3 (maior dose TP-4-ol), G4 (menor
dose TP-4-ol), G5 (4-NQO + menor dose TP-4-ol) e G6 (4-NQO + maior dose TP-4-
ol) apresentaram menores médias de pesos que o G2 (4-NQO, P<0,05/0,01) (Figura
4).
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Figura 4 - Distribuicdo dos parametros biométricos segundo o protocolo de indugdo da
carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental dos -e-/
1 G1 (ratos saudaveis), -=- /HE G2 (ratos oncolégicos de lingua, hepatopatas e nefropatas/4-
NQO), = /B2 G3 (ratos saudaveis + 0,035g/Kg/TP-4-ol), -= /E&A G4 (ratos saudaveis +
0,0035g/Kg/TP-4-0l), —+ /EE G5 (ratos oncologicos de lingua, hepatopatas e nefropatas/4-NQO +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e == /EH G6 (ratos oncoldgicos de lingua, hepatopatas e nefropatas/4-NQO +
0,0035g/Kg/TP-4-0l). (a) Acompanhamento do peso corporal/semana; (b) consumo de agua/semana;
(c) consumo de racdo/semana; (d) peso da lingua; (e) peso do figado; e (f) peso do rim dos grupos
experimentais apos 16 semanas. Os resultados estdo expressos em média (barras) e desvio-padrao
(linhas verticais), analisados por ANOVA (One-Way) com pds-teste de Tukey’'s por comparagao
multipla com as seguintes significancias estatisticas (“"p<0,05; *"p<0,01; e ¥"p<0,0001).
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5.2 Analise de parametros bioquimicos

Os resultados bioquimicos foram descritos na figura 5. Podemos observar que
o G6 (4-NQO + menor dose TP-4-ol) demonstrou reducgdo estatisticamente
significante nas concentracbes das dosagens bioquimicas de ALT (P<0,05/0,01),
ALP (P<0,01/0,0001) e creatinina (P<0,05/0,0001) quando comparado com o G2 (4-
NQO).

O G4 (menor dose TP-4-ol) e G1 (ratos saudaveis) apresentaram redugdes
nas concentragdes de ALT (P<0,05/0,01) e uréia (P<0,05/0,0001) comparados aos
outros grupos G2, G3, G5 e G6, porém o G4 apresentou aumento em creatinina
(P<0,05) e ALP (P<0,05/0,0001), comparado ao G1 (ratos saudaveis). Por outro
lado, o G3 (maior dose TP-4-0l) e o G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol)
demonstraram aumento nas concentracbes de ALT (P<0,05), ALP
(P<0,05/0,01/0,0001), ureia (P<0,05/0,0001) e creatinina (P<0,01/0,0001) quando
comparados com o G1 (ratos saudaveis). Estes resultados ficam mais evidentes
quando comparamos o G3 (maior dose TP-4-ol) com o G2 (4-NQO), pois o G3
demonstrou maior média de ALP que G2 (4-NQO, P<0,05) (Figura 5).

Sendo assim, considerando nossos resultados observados pudemos verificar
que, em relagdo ao AST, todos os grupos demonstraram padrdes semelhantes de
concentracao plasmatica. Em relagao ao ALT, G2, G3 e G5 apresentaram maiores
concentracdes plasmaticas, denotando efeito toxico da maior concentragao de TP-4-
ol e da prévia exposicao ao 4-NQO. Entretanto, ndo observamos efeito aditivo no
grupo G5. Além disso, o grupo G4 (menor dose TP-4-ol), demonstrou capacidade de
reduzir as concentragdes plasmaticas de ALT evidenciadas no grupo G2 (4-NQO).

Para a enzima ALP, verificamos aumento em todos 0s grupos experimentais,
mas o G3 (maior dose TP-4-ol) e 0 G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol) demonstraram
maiores concentracdes. Por outro lado, aparentemente, a menor dose de TP-4-ol,
embora tenha aumentado a concentracédo plasmatica quando aplicada isoladamente,
reduziu os efeitos propiciados pela prévia exposicao ao 4-NQO, uma vez que as
concentragdes plasmaticas de G6 (4-NQO + menor dose TP-4-ol) foram inferiores as
observadas em G2 (4-NQO).

A uréia, de maneira semelhante, demonstrou maiores concentracbes nos
grupo G2, G3, G5 e G6. Mas o grupo G4 (menor dose TP-4-ol) demonstrou

resultados semelhantes aos obtidos em G1 (ratos saudaveis). Mais uma vez, a
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menor concentragdo de TP-4-ol demonstrou reducdo dos efeitos observados no
grupo G2.

A creatinina, do mesmo modo, demonstrou maiores concentragcoes em todos
0s grupos estudados, exceto o G6 (4-NQO + menor dose TP-4-ol). O grupo G2 (4-
NQO) demonstrou maiores concentragdes que todos os demais grupos. Mas o G3
(maior dose TP-4-ol) também demonstrou grande aumento nessa enzima. Mais uma
vez, a menor concentracdo de TP-4-ol parece ter reduzido os efeitos da previa

exposicdo ao 4-NQO.
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Figura 5 — Distribuicdo de dosagens bioquimicas no plasma sanguineo apos a decapitagdo com 16
semanas segundo o protocolo de indugéo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal,
seguidos de tratamento experimental dos 3 G1 (ratos saudaveis), Il G2 (ratos hepatopatas e
nefropatas/4-NQO), E=2 G3 (ratos saudaveis + 0,035g/Kg/TP-4-ol), G4 (ratos saudaveis +
0,0035g/Kg/TP-4-0l), E28 G5 (ratos hepatopatas e nefropatas/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-0l) e EH G6
(ratos hepatopatas e nefropatas/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). (a) concentragdo de ALT; (b)
concentracdo de AST; (c) concentracdo de ALP; (d) concentragdo de ureia; e (e) concentragdo de
creatinina. Os resultados estdo expressos em média (barras) e desvio-padrdo (linhas verticais),
analisados por ANOVA (One-Way) com pds-teste de Newman-Keuls por comparagédo multipla com as
seguintes significancias estatisticas (*"p<0,05; #"p<0,01; e ¥"p<0,0001).

(a) ALT (b) AST
100 9 150 -
T -
90
100
2 4o T o
=) aB S
2 o 2
T 50- I.I.I.
704 =
60 T Y T 0 T Y
N
o o ° o o o
(C) ALP
400 -
300 A
n ay —
=) ] Y
2004 Y 7 =y T
- / o
100 T l/ e T
0\ 0'1, (;’ 0& 0‘: 06
(d) Ureia (e) Creatinina
607 0.50 -
55
0.45
3 501 - a
s T z
> S 0.40 - ay
Eas{ a oy = e | W :
- = T
e 0.35 -
401 7/ X -
35 T 4 T T T . T
0\ 0& 0% 0‘2) 0'\ 0‘: 0‘5

Fonte: Autoria propria.



49

5.3 Analise de parametros macroscopicos

A distribuicdo geral das lesdes nas diferentes regides da lingua foram
apresentadas na figura 6. Ja os resultados das analises de presenca de lesdes
fundamentais, por grupo, foram estdo descritos na tabela 1. Nesta tabela é possivel
verificar os resultados de distribuicdo das lesbes fundamentais (presenca,
localizacgéao, tipos e tamanho) e dos 6rgaos (tamanho).

Os resultados das analises de lesdes fundamentais demonstram que G2 (4-
NQO) e G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol) apresentaram maior numero de lesbes
(P<0,0001) que o G1 (ratos saudaveis), G3 (maior dose TP-4-ol) e G4 (menor dose
TP-4-0l) (Tabela 1).

Quanto a localizagao, os grupos G2, G5 e G6 apresentaram maior numero de
lesdes no dorso da lingua que os grupos G1, G3 e G4 (P<0,01/0,001). Por outro
lado, quando comparamos 0s grupos com maiores numeros de lesdes, o G6
demonstrou menor numero de lesdes que os grupos G2 e G5 (P<0,01/0,001)
(Tabela 1).

Mais uma vez como esperado, na regido posterior da lingua, os ratos dos
grupos G2, G5 e G6 apresentaram maior numero de lesdes que os ratos dos grupos
G1, G3 e G4 (P<0,05/0,01/0,001). Mas, o grupo G6 demonstrou menor numero de
lesdes que o grupo G5 (P<0,05/0,01/0,001) (Tabela 1).

Na posicdao mediana, os grupo G2 e G5 apresentaram maior numero de
lesdes que os grupos G1, G3, G4 e G6 (P<0,05/0,001) (Figura 7 e Tabela 1).

Na analise do tipo de lesdo fundamental, os grupos G2 e G5 apresentaram
maior numero de placas brancas que os grupos G1, G3, G4 e G6 (P<0,01/0,0001)
(Figura 7 e Tabela 1).

Quando avaliamos o volume das lesdes fundamentais, no seu total (P<0,05) e
em relagdo as placas brancas (P<0,0001), o grupo G2 apresentou maior média de
tamanho que os grupos G1, G3, G4, G5 e G6 (Tabela 1).

Para analise dos tamanhos médios dos 6rgaos, na média dos tamanhos das
linguas nos diferentes grupos, G2, G3, G4, G5 e G6 apresentaram maiores médias
que o grupo de ratos saudaveis (G1) (P<0,05/0,01/0,001) (Tabela 1).

Para os figados, G3, G4 e G6 apresentaram maiores volumes que o grupo G1
(Tabela 1).
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Figura 6 — Distribuicdo das lesbes fundamentais de todos os grupos experimentais sobre os

desenhos esquematicos da topografia da lingua de ratos Holtzman machos, apés a decapitagdo com

16 semanas segundo o protocolo de indugédo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e

renal, seguidos de tratamento experimental. (a) Localizagdo na face do dorso; (b) Face do ventre; e

(c) Face da borda lateral. Todas as faces acompanhadas de regido anterior (A), média (M) ou

posterior (P) e posi¢ao direita (D), mediana (Md) ou esquerda (E).

(@) FACE DO DORSO DA LINGUA (b)  EACE DO VENTRE DA LINGUA
D |Md|E TOTAL D|Md|E TOTAL
21 |3 6 </ 0 \> 0
M M
3|6 |4 13 1 | o 1
P P
16 | 30 |26 72/ 0o |0 | o y
TOTAL 21 |37 |33 91 TOTAL 1 0o | o 1
() FACE DA BORDA LATERAL DA LINGUA
DIREITA ESQUERDA
A M P P M A
DMdE | DMdE | D Md E [TOTAL EMdD | EMdD| E Md D| TOTAL
000 |010(101]|3 1 01|11 00 004
TOTAL 0 1 2 3 TOTAL 2 2 0 4

Fonte: Autoria propria.
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Figura 7 — Distribuicdo das fotografias de lesées fundamentais no centro do circulo amarelo sobre a
lingua apdés a decapitagcdo com 16 semanas dos ratos Holtzman machos segundo o protocolo de
inducdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento
experimental. (a) Lingua de rato saudavel e (b) Linguas de ratos oncoldgicos por 4-NQO.

(a) (b) MANCHA VERMELHA (b) MANCHA VERMELHA
NORMAL PUNTIFORME DIFUSA

(b) ULCERA DE BORDA
ENDURECIDA

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 1 — Distribuicdo de lesdes fundamentais da lingua (presenca, localizacao, tipos e volume) e
dos érgaos (volume) apds a decapitacdo com 16 semanas dos ratos Holtzman machos, segundo o
protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de
tratamento experimental.

Lesdes Grupos
Fundamentais (M+DP/T)
G1 (n=8) G2 (n=8) G3 (n=12) G4 (n=12) G5 (n=11) G6 (n=12)
*Presenga 0,25+0,70/2 3,75+1,98/30" 0,33+0,65/4 0,33+0,49/4 3,27+1,95/36" 1,91+1,73/23
Localizagao
Face
Dorso 0 3,50+2,00/28° 0,08+0,28/1 0,25+0,45/3 3,27+1,95/36" 1,66+1,82/20%
Borda lateral 0,12+0,35/1 0,25+0,46/2 0,25+0,45/3 0,08+0,28/1 0 0,25+0,62/3
Ventre 0,12+0,35/1 0 0 0 0 0
Regiao
Anterior 0 0,37%1,06/3 0,08+0,28/1 0,08+0,28/1 0 0,08+0,28/1
Média 0,25+0,70/2 0,25+0,46/2 0,25+0,45/3 0 0,36+0,92/3 0,58+1,24/7
Posterior 0 3,12+1,12/25" 0 0,25+0,45/3 2,90+1,97/33Y 1,25+1,28/15%
Posigao
Direita 0,12+0,35/1 0,37%1,06/3 0,08+0,28/1 0 1,00+2,00/11 0,66+1,43/8
Mediana 0 2,87+2,58/23" 0 0 1,09+0,83/12° 0,33+0,65/4
Esquerda 0,12+0,35/1 0,50+1,06/4 0,25+0,45/3 0,33+0,49/4 1,18+1,16/13 0,91%1,44/11
Tipos
Mancha 0 0 0,16+0,38/2 0,16+0,38/2 0 0,16+0,38/2
vermelha
puntiforme
Mancha 0,25+0,70/2 0,25+0,46/2 0,16+0,38/2 0,08+0,28/1 0,09+0,30/1 0
vermelha difusa
Mancha branca 0 0 0 0 0,63+1,56/7 0,33%1,15/4
Placa branca 0 1,87+1,12/15" 0 0 1,45+1,75/16" 0,58+1,44/8
Papula 0 0,50+0,75/4 0 0 0,72+1,00/8 0,25+0,62/3
Vesicula 0 0 0 0,08+0,28/1 0 0
Ulcera linear 0 0,62+0,76/5 0 0 0,18+0,40/2 0,41+0,51/5
Ulcera de borda 0 0,50+0,53/4 0 0 0,18+0,60/2 0,08+0,28/1
endurecida
Tamanho
(mm?)
Total 0,002+0,009 0,03+0,05 0,002+0,005 0,0003+0,0006 0,009+0,01 0,005+0,005
/0,030 /0,751° /0,032 /0,046 /0,110 /0,061
Mancha 0 0 0,0004+0,01 0,002+0,01 0 0,0007+0,002
vermelha /0,005 /0,003 /0,008
puntiforme
Mancha 0,002+0,009 0,004+0,01 0,002+0,005 0,004+0,01 3,330,001 0
vermelha difusa /0,030 /0,048 /0,027 /0,035 /0,004
Mancha branca 0 0 0 0 2,18+0,001 0,0003+0,001
/0,002 /0,004
Placa branca 0 0,04+0,07 0 0 0,002+0,002 0,001+0,005
/0,587" /0,02 /0,02
Papula 0 0,003+0,009 0 0 0,005+0,01 0,0009+0,002
/0,04 /0,05 /0,01
Vesicula 0 0 0 0,0007+0,002 0 0
/0,008
Ulcera linear 0 0,002+0,006 0 0 4,160,001 0,0008+0,001
/0,020 /0,005 /0,009
Ulcera de borda 0 0,002+0,006 0 0 4,160,001 0,0008+0,001
endurecida /0,056 /0,02 /0,009
Tamanho
(mm’) dos
Orgaos
Lingua 9,09+2,24 6,19+2,20 4,94+1,01 6,16+1,45 5,19+1,55 5,60+1,66
172,72°% 149,55 /59,36 /73,94 /57,15 167,24
Figado 20,93+17,57 19,39+15,54 22,55+£10,06 22,67+8,32 23,52+13,03 22,25+6,96
1251,1° 1232,7 /270,6 1272,1 1282,2 1267,0
Rim 3,25+0,89 3,49+1,16 4,05+0,99 2,72+0,37 4,29+2,83 3,91+£1,52
/26,04 127,99 /48,69 /32,68 147,27 146,97

G1 (ratos saudaveis), G2 (ratos oncologicos de lingua, hepatopatas e nefropatas/4-NQO), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l), G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol), G5 (ratos oncolégicos de lingua, hepatopatas e nefropatas/4-
NQO + 0,035g/Kg/TP-4-0l) e G6 (ratos oncolégicos de lingua, hepatopatas e nefropatas/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Os
resultados estdo expressos em média, desvio-padréo e total (M+tDP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way)
com poés-teste de Tukey’s por comparacdo multipla com as seguintes significAncias estatisticas (*p<0,05; B=p<0,01; e

¥p<0,0001).

Fonte: Autoria propria.
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5.4 Analise de parametros microscépicos

5.4.1 Lingua

Os resultados das analises histopatolégicas das linguas nos diferentes grupos
estdo descritos na figura 8. Os grupos G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol) e G6 (4-
NQO + menor dose TP-4-ol) apresentaram menor numero de lesdes
histopatolégicas que o grupo G2 (4-NQO), estatisticamente significante
(P<0,0001/0,01).

Na analise das localizagbes das alteragdes histopatoldgicas, os grupos G5 e
G6 apresentaram menor numero que o grupo G2 no dorso (P<0,0001), regido
anterior (P<0,05) e posicdo esquerda (P<0,05/0,01). Mas o grupo G6 também
apresentou menor numero de lesbes que o grupo G2 na regido direita (P<0,05)
(Figura 8 e tabela 2).

Quanto as analises especificas de tipos de lesbdes, o grupo G5 apresentou
menor numero de hiperplasias epiteliais que os grupos G2 (P<0,0001) e G6 (0,05). A
localizag&o das hiperplasias no G5 apresentou-se em menor numero que o grupo G2
no dorso (P<0,0001) e na posi¢cao esquerda em relacédo ao G2 (P<0,0001) e G6
(P<0,05).

Para a presenca de lesdes displasicas, os grupos G5 (P<0,05) e GG6
(P<0,0001) apresentaram menores quantidades que o grupo G2. Mas, o grupo G6
também demonstrou redugdo do numero de lesdes displasicas em relagéo ao grupo
G5 (P<0,01), especificamente, em relagao displasia moderada observamos redugéo
significante (P<0,0001) no grupo G6 em relacdo ao grupo G2 (P<0,0001). Em
relacdo a localizagao das displasias, os grupos G5 e G6 apresentaram menor
numero de lesdes displasicas na regidao do dorso, quando comparados com 0 grupo
G2 (P<0,0001). Mas o grupo G6, apresentou menor numero lesdes displasicas no
dorso (P<0,0001) e na regiao posterior (P<0,01) em relagao ao grupo G5. Do mesmo
modo, o grupo G6 também demonstrou menor niumero de lesbes displasicas que o
grupo G2 nas regides anterior (P<0,01), média (P<0,01) e posicéo direita (P<0,05) e
esquerda (P<0,0001). Esta ultima, também sendo menor que o grupo G5 (P<0,05).

A presencga de displasia leve na regidao de dorso foi reduzida em 100% no
grupo G6, sendo estatiticamente diferente nos grupo G2 (P<0,01) e G5 (P<0,05). Do

mesmo modo, a displasia moderada também demonstrou redu¢do em numero no
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grupo G6 em relagdo aos grupos G2 e G5 no dorso (P<0,0001/0,01) e posi¢cao
esquerda (P<0,0001/0,05). Mas o grupo G5 também demonstrou redu¢do do numero
de displasias moderadas na regiao do dorso em relagdo ao grupo G2 (P<0,01)
(Figura 9 e Tabela 2).

Quando complementamos os dados relativos as analises de displasia por
meio da analise do risco de malignizagdo, observamos baixo risco de malignizagéo
nas displasias moderadas do grupo G6 quando compradas com os grupo G2
(P<0,0001) e G5 (P<0,05). O mesmo grupo G5 apresentou menor risco de
malignizacdo quando comparado com o grupo G2 (P<0,05). Quanto a localizagao
das displasias moderadas de baixo risco, o grupo G6 apresentou menor numero de
lesdes no dorso em relagdo ao grupo G2 (P<0,0001) e G5 (P<0,05). Do mesmo
modo, o grupo G5 apresentou menor numero de lesées quando comparado com o
grupo G2 (P<0,01). Ja na posigao direita, os grupos G6 (P<0,0001) e G5 (P<0,01)
demonstraram menores menor numero de lesdes displasicas moderadas de baixo
risco quando comparadas com o grupo G2. Por fim, o grupo G6 demonstrou menor
numero desse tipo de lesdo na posicao esquerda em relagdo ao grupo G5 (P<0,05)
(Figura 9 e 10; Tabela 3).

Estes resultados foram evidenciados com reducdo de alteragdes histologicas
do tipo arquitetnicas e citolégicas.

Especificamente em relacdo as alteragdes arquitetdnicas, o grupo G6
demonstrou menor quantidade de perda de polaridade das células basais quando
comparado ao grupo G5 (P<0,01), cristas epiteliais em forma de gota quando
comparado aos grupos G2 (P<0,0001) e G5 (P<0,05) e o numero de figuras de
mitoses atipicas em relagao ao grupo G2 (P<0,05), com reducao de 100% das duas
ultimas alteragoes.

Na analise das alteragdes citologicas, o grupo G6 demonstrou menor
quantidade de anisonucleose (reducdo de 100%) quando comparado com 0O grupo
G2 (P<0,0001) e com grupo G5 (P<0,05). Entretanto, mais uma vez o grupo G5
também demonstrou reducédo da quantidade de anisonucleose em relagdao ao grupo
G2 (P<0,05). Para a quantificagdo de pleomorfismo nuclear o grupo G6 apresentou
menores quantidades que o grupo G2 (P<0,05).

Especificamente em relacdo as analises de presenca de lesdes malignas,
nossos resultados, mais uma vez, demonstraram maior efetividade no grupo G6. De

fato, o grupo G6 demonstrou redugao estatisticamente significante na média de
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numero de lesdes malignas em relagdo aos grupos G2 e G5 (P<0,05), reduzindo,
especificamente em relagdo ao grupo G2 (4-NQO), a média de 2,62 para 0,75 lesdes
malignas por animal do grupo (Tabela 4). O mesmo aconteceu na regido de maior
acometimento de lesées malignas na lingua de ratos tratados com 4-NQO. O dorso
também demonstrou redugdo estatisticamente significante da média de lesdes
malignas diagnosticadas (P<0,0001).

Quando analisamos a presenga de carcinomas invasivos, o grupo G6
demonstrou menor numero que o grupo G2 (P<0,05). Esse tumores invasivos foram
reduzidos em numero no dorso, regido anteiror e posigdo esquerda da lingua dos
ratos do grupo G6 tanto em relagdo ao grupo G2 (P<0,0001) quanto em relagdo ao
grupo G5 (P<0,01) (Figura 11).

Quando subdividimos essa analise por grau de invasao dos carcinomas (in
situ, micro invasivo, invasivo e profundamente invasivo), identificamos redugéo de
carcinoma in situ no dorso da lingua dos animais dos grupos G6 (100%, P<0,0001) e
G5 (40%, P< 0,05) em relagao ao grupo G2, e na regido anterior e posigao direita,
no grupo G6 em relacdo ao G2 (P<0,05). Os carcinomas micro-invasivos nos ratos
do G6 apresentaram redugdo de mais de 70% no dorso (P<0,0001), regido média
(P<0,05) e posigao esquerda (P<0,05) quando comparadas com o grupo G2. Além
disso, o grupo G6 também demonstrou redu¢do do numero médio de carcinomas
micro-invasivos na posig¢ao direita em relagdo ao grupo G5 (P<0,05). Para os
carcinomas invasivos, mais uma vez o grupo G6 apresentou resultados expressivos.
Esse grupo de animais demonstrou reducéo de 80% desse tipo de carcinoma na
regido de dorso (P<0,0001) e regido posterior (P<0,05) quando comparado com o
grupo G5 (Figura 12 e Tabela 4).

Apos analisarmos a presencga, localizagdo e grau de invasao dos carcinomas,
passamos a analisar o tipo e intensidade do infiltrado inflamatério nos processos
neoplasicos malignos. Mais uma vez observamos que o grupo G6 demonstrou
distincado em relagdo aos grupos G2 e G5. A média de presenca de infiltrados
inflamatoérios no carcinoma de lingua indicou redugao do numero (P<0,0001/0,05) no
G6 (ratos oncoldgicos de lingua tratados com a menor dose de TP-4-ol) em relagéo
ao G2 (ratos oncoldgicos de lingua) e G5 (ratos oncoldgicos de lingua tratados com
a maior dose de TP-4-ol), além de reduzir em 100% (P<0,05) o infiltrado inflamatério
do carcinoma in situ no G6 (ratos oncolégicos de lingua tratados com a menor dose

de TP-4-ol) comparado ao G2 (ratos oncoldgicos de lingua). Quanto a localizagao no
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dorso do infiltrado inflamatério no carcinoma de lingua, apresentou redugdo
(P<0,0001/0,05) do numero no G6 (ratos oncologicos de lingua tratados com a
menor dose de TP-4-ol) em relagdo ao G2 (ratos oncoldgicos de lingua) e G5 (ratos
oncolégicos de lingua tratados com a menor dose de TP-4-ol) e apenas G6
comparado ao G2 (P<0,05) na posicdo esquerda. As localizagbes no dorso
(P<0,0001), regiao anterior (P<0,0001/0,05) e posigao direita (P<0,0001/0,01) do
infiltrado inflamatdrio no carcinoma in situ demonstraram redugdo no G6 de 100%
(ratos oncoldgicos de lingua tratados com a menor dose de TP-4-ol) e G5 (ratos
oncolégicos de lingua tratados com a maior dose de TP-4-ol) em relagdo ao G2
(ratos oncologicos de lingua). As localizagdes no dorso (P<0,01), regido média
(P<0,01) e posigao esquerda (P<0,05) do infiltrado inflamatério no carcinoma micro-
invasivo demonstrou redugcao no G6 (ratos oncoldgicos de lingua tratados com a
menor dose de TP-4-ol) comparado ao G2 (ratos oncologicos de lingua), além do G5
(ratos oncoldgicos de lingua tratados com a maior dose de TP-4-ol) também reduzir
em 100% (P<0,01) na posigao esquerda comparado ao G2 (ratos oncolégicos de
lingua). As localizagbes no dorso (P<0,01) e regido posterior (P<0,05) do infiltrado
inflamatorio no carcinoma invasivo apresentou redugédo no G6 (ratos oncoldgicos de
lingua tratados com a menor dose de TP-4-ol) comparado ao G5 (ratos oncolégicos
de lingua tratados com a maior dose de TP-4-ol) (Figura 13).

O grupo G6 apresentou reducdo da intensidade do processo inflamatério
discreto e moderado, entretanto, apenas na intensidade moderada essa redugao foi
estatisticamente signigicante em relagdo ao grupo G2 (P<0,05). Essa reducéo de
intensidade foi também observada no tipo in situ de carcinoma, onde os grupos G6 e
G5 apresentaram inflamacdo moderada menor que o grupo G2 (P<0,0001). Nos
outros graus de invasdo (micro-invasivo, invasivo e profundamente invasivo) nao
foram observadas diferengas estatisiticamente significantes entre os grupos na
analise de intensidade do infiltrado inflamatdrio.

Em relacao ao tipo de resposta inflamatdria, o grupo G6 demonstrou reducao
do processo inflamatério crénico (P<0,0001) em relagédo aos grupos G2 (P<0,01) e
G5 (P<0,05). O mesmo foi observado em relagédo ao carcinoma in situ e carcinoma
micro-invasivo quando comparado com o grupo G2 (P<0,01/0,05).

Por fim, o dorso (P<0,0001), a regido posterior (P<0,05) e posi¢céo esquerda
(P<0,05) dos carcinomas do grupo G6 demonstraram redugdo em relagdo aos

grupos G2 e G5. Ja na analise do infiltrado inflamatério subagudo no carcinoma
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lingual em relagédo a localizagdo, o grupo G5 demonstrou redugéo estatisticamente
significante em relagdo ao grupo G2 na regido média (P<0,05) (Figura 14 e Tabela
5).
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Figura 8 - Distribuicdo das alteragdes histopatolégicas sobre os desenhos esquematicos da

topografia da lingua de ratos Holtzman machos, apdés a decapitagdo com 16 semanas segundo o

protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de

tratamento experimental do G2 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncologicos de
lingua/4-NQO + 0,035¢g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol).
(a) Localizagdo na face do dorso; (b) Face do ventre; e (c) Face da borda lateral. Todas as faces

acompanhadas de regiao anterior (A), média (M) ou posterior (P) e posi¢ao direita (D), mediana (Md)

ou esquerda (

E).

(3)  FACE DO DORSO DA LINGUA (b)  EACE DO VENTRE DA LINGUA
D |Md|E TOTAL D|Md|E TOTAL
A Y A AR
G2k8 15 0 0
Gh= 4 0 0
G6z4 0 0
M M
G2=f |0 |8 15 0
G556 |0 |6 12 0 0
G6%7 14 0 0
P P
=2 | 1 9 G2=0| 0 |0 0
5=5 | 0 % G5=0| 0 |0 9/
G6=1 | 0 6 G6=0| 0 |0 0
TOTAL 44| 1 |55 100 TOTAL o o |o 0
() EACE DA BORDA LATERAL DA LINGUA
DIREITA ESQUERDA
A M P P M A
DMdE | DMdE| D Md E [TOTAL EMdD | EMdD| E Md D| TOTAL
Jo?_; 0 0 0 G2=0 0 0 0 00]0
0 0 00 0 O G5=0 0 0 ooomo
TOTAL 0 0 0 0 TOTAL 0 0 0 0

Fonte: Autoria propria.
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Figura 9 — Distribuicao das fotomicrografias das alteracdes histopatoldgicas e displasia moderada de
baixo risco de malignizagdo apdés a decapitacdo com 16 semanas dos ratos Holtzman machos,
segundo o protocolo de indugao da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos
de tratamento experimental. (a) Altera¢des histopatolégicas do G2 (ratos oncoldgicos/4-NQO). (b)
Alteracdes arquitetbnicas — perda da polaridade das células basais (circulo), cristas epiteliais em
forma de gota e aumento do numero de figuras de mitoses atipicas (quadrado). E alteragdes
citologicas — anisonucleose e pleomorfismo nuclear (quadrado).

a
( ) HIPERPLASIA (H&E/100x)

(a) DISPLASIA LEVE (H&E/200x) (a) DISPLASIA MODERADA (H&E/200x)

§ o
i

.‘I;'f}'-‘- [

trd S

r i

(ab) DISPLASIA MODERADA DE BAIXO RISCO DE MALIGNIZAGAO (H&E/400x)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 2 — Distribuicdo das alteragdes histopatolégicas apds a decapitacdo com 16 semanas dos
ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade
hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Continua).

i Grupos
ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS (M+DP/T)
G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
*Presenga 4,87+0,83/39 2,90+1,51/32° 2,41£1,31/29"
Localizagao
Face
Dorso 4,87+0,83/39 2,90+1,51/32" 2,41£1,31/29"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 1,87+0,99/15 0,72+0,78/8° 0,75%0,75/9°
Média 1,87+0,99/15 1,09+1,22/12 1,16+0,93/14
Posterior 1,12+0,99/9 1,09+1,13/12 0,50+0,67/6
Posigao
Direita 2,12+1,12/17 1,36+1,28/15 1,00£1,20/12°
Mediana 0,1240,35/1 0 0
Esquerda 2,62+0,91/21 1,54+1,29/17° 1,41+0,99/17"
Tipos
Hiperplasia 2,62+0,51/21 1,36+0,92/15% 2,00+1,34/24
Displasia 1,87+0,64/15 1,09+0,83/12° 0,16+0,38/2%
Displasia leve 0,37+0,74/3 0,27+0,46/3 0
Displasia moderada 1,37+0,91/11 0,72+0,78/8 0,160,38/2"
Displasia grave 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0
Papiloma 0,37+0,51/3 0,45+0,68/5 0,25+0,45/3
Localizagao/Tipos
Hiperplasia
Face
Dorso 2,62+0,51/21 1,36+0,92/15" 2,00+1,34/24
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 1,00+0,53/8 0,27+0,46/3 0,58+0,66/7
Média 1,12+0,64/9 0,45+0,68/5 0,91+0,90/11
Posterior 0,62+0,51/4 0,63+0,50/7 0,50+0,67/6
Posigao
Direita 0,87+0,83/7 0,72+0,78/8 0,66+0,98/8
Mediana 0,1240,35/1 0 0
Esquerda 1,62+0,91/13 0,63+1,02/7% 1,33+0,98/16
Displasia
Face
Dorso 1,87+0,64/15 1,09+0,83/12" 0,16%0,38/2"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,75+0,70/6 0,27+0,46/3 0,08+0,28/1"
Média 0,75+0,88/6 0,36+0,50/4 0,08+0,28/1"
Posterior 0,37+0,51/3 0,45+0,68/5 0
Posigao
Direita 0,75+0,70/6 0,36+0,67/4 0,08+0,28/1"
Mediana 0 0 0
Esquerda 1,1240,99/9 0,72+0,46/8 0,08+0,28/1%
Displasia Leve
Face
Dorso 0,37+0,74/3 0,27+0,46/3 0%
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regido
Anterior 0,25+0,46/2 0 0
Média 0,12+0,35/1 0,18+0,40/2 0
Posterior 0 0,09+0,30/1 0
Posigao
Direita 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,25+0,70/2 0,18+040/2 0

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncolégicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrdo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pds-teste de Tukey’s por
comparagdo mdltipla com as seguintes significancias estatisticas (" p<0,05; *"p<0,01; e ¥"p<0,0001).
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Tabela 2 — Distribuicdo das alteragdes histopatolégicas apds a decapitacdo com 16 semanas dos
ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade
hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Conclusao).

i Grupos
ALTERAGCOES HISTOPATOLOGICAS (M+DP/T)
G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
Displasia Moderada
Face
Dorso 1,370,91/11 0,72+0,78/8" 0,160,38/2"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,50+0,53/4 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1
Média 0,50+0,75/4 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1
Posterior 0,37+0,51/3 0,36+0,67/4 0
Posicao
Direita 0,50+0,53/4 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,87+0,99/7 0,54+0,52/9 0,08+0,28/1%
Displasia Grave
Face
Dorso 0,1240,35/1 0,09+0,30/1 0
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0 0,09+0,30/1 0
Média 0,1240,35/1 0 0
Posterior 0 0 0
Posigao
Direita 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0
Mediana 0 0 0
Esquerda 0 0 0
Papiloma
Face
Dorso 0,37+0,51/3 0,45+0,68/5 0,25+0,45/3
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0,08+0,28/1
Média 0,12+0,35/1 0,27+0,64/3 0,08+0,28/1
Posterior 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0,08+0,28/1
Posigao
Direita 0,12+0,35/1 0,27+0,46/3 0,16+0,38/2
Mediana 0,12+0,35/1 0 0
Esquerda 0,12+0,35/1 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO + 0,0359/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrdo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pés-teste de Tukey’s por

comparagédo mdltipla com as seguintes significancias estatisticas (*p<0,05; B=p<0,01; e ¥"p<0,0001).

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 3 — Distribuicdo da displasia moderada quanto ao risco de malignizagdo apés a decapitagao
com 16 semanas dos ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese

lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental.

DISPLASIA MODERADA

Risco de Malignizagao
Baixo
Alto
Alteragoes Arquitetonicas de Baixo Risco
Estratificacéo epitelial irregular
Perda de polaridade das células basais
Cristas epiteliais em forma de gota
Aumento do nimero de figuras de mitoses
atipicas
Mitoses anémalas superficiais
Queratinizagdo prematura em células isoladas
Pérolas de queratina dentro das crsitas epiteliais
Aletragoes Citolégicas de Baixo Risco
Anisonucleose
Pleomorfismo nuclear
Anisocitose
Pleomorfismo celular
Aumento da proporgéo nucleo-citoplasma
Aumento do tamanho nuclear
Figuras de mitoses atipicas
Aumento do numero e tamanho de nucléolos
Hipercromatismo
Localizagdo de Baixo Risco

Grupos
(M+DP/T)

G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
1,37+0,91/11 0,72+0,78/8" 0,16+0,38/2%
0 0 0
0 0,18+0,40/2 0
0,50+0,53/4 0,72+0,78/8 0,16+0,38/2"

0,87+0,83/7 0,45+0,68/5 o
0,50+0,53/4 0,27+0,46/3 0
0,12+0,35/1 0,18+0,40/2 0

0 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1

0 0 0
1,12+0,99/9 0,45+0,68/5 o~
0,62+0,74/5 0,36+0,67/4 0,08+0,28/1°
0,12+0,35/1 0,18+0,40/2 0

0 0,09+0,30/1 0
0,25+0,46/2 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1
0,37+0,74/3 0 0
0,12+0,35/1 0,36+0,67/4 0
0,37+0,74/3 0,09+0,30/1 0
0,50+0,53/4 0,45+0,68/5 0,16+0,38/2

Face
Dorso 1,37+0,91/11 0,72+0,78/8" 0,16+0,38/2%
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,50+0,53/4 0,27+0,46/3 0,08+0,28/1
Média 0,50+0,75/4 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1
Posterior 0,37+0,51/3 0,27+0,64/3 0
Posigao
Direita 0,87+0,99/7 0,18+0,40/2" 0,08+0,28/1"
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,50+0,53/4 0,54+0,52/6 0,08+0,28/1°

G2 (ratos oncologicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncolégicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrdo e total (MtDP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pos-teste de Tukey’s por

comparagédo mdltipla com as seguintes significancias estatisticas (*p<0,05; B=p<0,01; e ¥"p<0,0001).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 10 — Distribuicao da displasia moderada de baixo risco sobre os desenhos esquematicos da
topografia da lingua de ratos Holtzman machos, apdés a decapitagdo com 16 semanas segundo o
protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de
tratamento experimental do G2 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncologicos de
lingua/4-NQO + 0,035¢g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol).
(a) Localizagdo na face do dorso; (b) Face do ventre; e (c) Face da borda lateral. Todas as faces
acompanhadas de regiao anterior (A), média (M) ou posterior (P) e posi¢ao direita (D), mediana (Md)

ou esquerda (E).

(@) FACE DO DORSO DA LINGUA (b) FACE DO VENTRE DA LINGUA
D |Md| E TOTAL D|Md| E TOTAL
A Y A AR
G2~2 0|0 0
Gbh=1 0|0 0
G6=1 0 0O 0
M M
G2= 1 0 0
G551 1 0|0 0
G670 1 0|0 0
P P
=3 0 G2=0| 0 | O 0
5=0 0 3 G5=0| 0 |0 9/
G6=0 0 G6=0| 0 |0 0
TOTAL 10| 0 11 21 TOTAL 00 0 (O 0
(c) FACE DA BORDA LATERAL DA LINGUA
DIREITA ESQUERDA
A M P P M A
D Md E D Md E| D Md E |[TOTAL E Md D E MdD| EMd D| TOTAL

Jo\_/ 0 Gz=ooo/oo\&ooo

0 00 0 O 0

0 0 00O 0O G5=0 0 O 000 m 0

\O\E/O 0 0 O G6=0 0 O m 0

TOTAL O 0 0 0 TOTAL 0 0 0 0

Fonte: Autoria propria.
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Figura 11 — Distribuicdo do carcinoma lingual sobre os desenhos esquematicos da topografia da

lingua de ratos Holtzman machos, apds a decapitagcdo com 16 semanas segundo o protocolo de

inducdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento

experimental do G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G6 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-0l). (a) Localizagéao

na face do dorso; (b) Face do ventre; e (c) Face da borda lateral. Todas as faces acompanhadas de

regido anterior (A), média (M) ou posterior (P) e posi¢éo direita (D), mediana (Md) ou esquerda (E).

(@) FACE DO DORSO DA LINGUA (b) ' FAcE DO VENTRE DA LINGUA
D |Md|E TOTAL D|Md|E TOTAL
A Y A AR
G2k2 |0 |3 0 0
Gh= 0 0
Gé=2 [0 |1 0 0
M M
G2= 0
G554 0 0
G6%3 4 0|0 0
P P
=4 | 0 4 G2=0| 0 |0 0
5=5 | 1 1 G5=1| 0 |0 /
G6=1 | 0 |1 G6=0| 0 |0 0
TOTAL 27| 2 |24 53 TOTAL 1 o0 |0 1
(6)  FACE DA BORDA LATERAL DA LINGUA
DIREITA ESQUERDA
A M P P M A
DMdE | DMdE| D Md E [TOTAL EMdD | EMdD| E Md D| TOTAL
Jo?_gooo GZ=000/00\0\0000
0 0 00 0 O G5=0 0 0 ooomo
TOTAL 0 0 0 0 TOTAL 0 0 0 0

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 12 - Distribuicdo das fotomicrografias da classificagdo de invasdo tecidual (circulo) do
carcinoma lingual (H&E/100x) apds a decapitagdo com 16 semanas dos ratos Holtzman machos,
segundo o protocolo de inducdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos
de tratamento experimental. (a) G1 (ratos saudaveis). (b) G2 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO).

(a) NormAL

(b) carcinoma N sITU

(b) carcinoma INvasIVO (b) CcARCINOMA PROFUNDAMENTE INVASIVO

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 4 — Distribuicdo microscopica do carcinoma lingual apds a decapitagdo com 16 semanas dos
ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade
hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Continua).

Grupos
CARCINOMA LINGUAL (M+DP/T)
G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
*Presenga 2,62+1,59/21 2,18+1,72/24 0,75%1,05/9°
Localizagao
Face
Dorso 2,62+1,59/21 2,09+1,57/23 0,75+1,05/9"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0,09+0,30/1 0
Regiao
Anterior 0,62+0,74/5 0,45+0,68/5 0,25+0,45/3
Média 1,00+0,92/8 0,72+1,00/7 0,33+0,65/4
Posterior 1,00+0,53/8 1,00+1,18/12 0,16+0,57/2°
Posigao
Direita 1,25+1,03/10 1,09+0,70/12 0,50+0,67/6
Mediana 0 0,18+0,40/2 0
Esquerda 1,37+1,18/11 0,90£1,22/10 0,25+0,45/3"
Tipos
In situ 0,62+0,74/5 0,27+0,64/3 0
Micro-invasivo 0,87+0,99/7 0,54+0,68/6 0,16+0,57/2
Invasivo 0,62+0,91/5 0,90+1,22/10 0,160,38/2°
Profundamente invasivo 0,5040,75/4 0,45+0,52/5 0,41+0,66/5
Localizagao/Tipos
In Situ
Face
Dorso 0,62+0,74/5 0,27+0,64/3° 0¥
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,37+0,74/3 0,18+0,60/2 0°
Média 0,1240,35/1 0,09+0,30/1 0
Posterior 0,12+0,35/1 0 0
Posigao
Direita 0,37+0,51/3 0,18+0,40/2 0°
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,25+0,46/2 0,09+0,30/1 0
Micro-invasivo
Face
Dorso 0,87+0,35/7 0,45+0,20/5 0,160,16/2"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0,09+0,09/1 0
Regiao
Anterior 0 0,09+0,09/1 0,08+0,08/1
Média 0,62+0,26/5 0,36+0,20/4 0,08+0,08/1°
Posterior 0,25+0,16/2 0,09+0,09/1 0
Posigao
Direita 0,37+0,26/3 0,54+0,20/6 0,08+0,08/1°
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,50+0,26/4 0° 0,08+0,08/1
Invasivo
Face
Dorso 0,62+0,91/5 0,90£1,22/10 0,160,38/2"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,25+0,46/2 0,18+0,40/2 0,08+0,28/1
Média 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0
Posterior 0,25+0,46/1 0,63+0,92/7 0,08+0,28/1°
Posicao
Direita 0,37+0,74/3 0,27+0,43/3 0,08+0,28/1
Mediana 0 0,18+0,40/2 0
Esquerda 0,25+0,70/2 0,45+0,68/5 0,08+0,28/1

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrédo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pés-teste de Tukey’s por
comparagao multipla com as seguintes significancias estatisticas (“"p<0,05; *"p<0,01; e ¥"p<0,0001).
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Tabela 4 — Distribuigcdo microscépica do carcinoma lingual apds a decapitagdo com 16 semanas dos
ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade
hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Concluséo).

Grupos
CARCINOMA LINGUAL (M+DP/T)
G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
Profundamente Invasivo
Face
Dorso 0,5040,75/4 0,45+0,52/5 0,41+0,66/5
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0 0 0,08+0,28/1
Média 0,12+0,35/1 0,18+0,40/2 0,25+0,62/3
Posterior 0,37+0,51/3 0,27+0,46/3 0,08+0,28/1
Posicao
Direita 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0,33+0,49/4
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,37+0,51/3 0,36+0,50/4 0,08+0,28/1

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrédo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pés-teste de Tukey’s por

comparagdo multipla com as seguintes significancias estatisticas (“"p<0,05; Fp<0,01; e "p<0,0001).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 13 - Distribuicdo do infilirado inflamatério do carcinoma lingual sobre os desenhos
esquematicos da topografia da lingua de ratos Holtzman machos, apés a decapitagdo com 16
semanas segundo o protocolo de indugédo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal,
seguidos de tratamento experimental do G2 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos
oncologicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO +
0,0035g/Kg/TP-4-0l). (a) Localizagdo na face do dorso; (b) Face do ventre; e (c) Face da borda
lateral. Todas as faces acompanhadas de regiao anterior (A), média (M) ou posterior (P) e posi¢cao

direita (D), mediana (Md) ou esquerda (E).

(@) FACE DO DORSO DA LINGUA (b) FACE DO VENTRE DA LINGUA
D |Md| E TOTAL D|Md| E TOTAL
A Y A AR
G2=4 | 0 4
Gh=
Gos4 | O 2
M M
G2= 0 6 13
G554 |1 5 10 0
G6¥4 | 0 7 0
P P
=7 0 13 G5=1| 0 |0 1
5=9 1 y G5=1| 0 |0 /
G6=4 0 a G6=0| 0 (O 0
TOTAL 47 | 2 36 85 TOTAL 1 0 | O
(c) FACE DA BORDA LATERAL DA LINGUA
DIREITA ESQUERDA
A M P P M A
D Md E D Md E| D Md E |[TOTAL E Md D E Md D| E Md D| TOTAL

L

o O o
o O o
o ©o o
o O o

0
0 0 G5=0 0 0 omo
0 0

T

Jo\_/ 0 Gz=ooo/oo\&oooo
0 00
\o\g/ 0 Gs=oooy

0 0

y

TOTAL O 0 TOTAL 0

Fonte: Autoria propria.
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Figura 14 - Distribuicdo das fotomicrografias dos infilirados inflamatdrios (quadrado) no carcinoma
lingual (H&E/400x) apds a decapitagdo com 16 semanas dos ratos Holtzman machos, segundo o
protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de
tratamento experimental. (a) G2 (ratos oncolégicos de lingua/4dNQO); (b) Intensidade subaguda do
infiltrado inflamatério com células polimorfonucleares; e (c) Intensidade crénica do infiltrado
inflamatério com células monomorfonucleares.

(a) INFILTRADO INFLAMATORIO NO CARCINOMA IN SITU

(a) INFILTRADO INFLAMATORIO NO CARCINOMA (a) INFILTRADO INFLAMATORIO NO CARCINOMA
MICRO-INVASIVO INVASIVO

b INFILTRADO INFLAMATORIO SUBAGUDO NO INFILTRADO INFLAMATORIO CRONICO NO
(a ) CARCINOMA LINGUAL (ac) CARCINOMA LINGUAL

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 5 — Distribuicdo do infiltrado inflamatério do carcinoma lingual apés a decapitagdo com 16
semanas dos ratos Holfzman machos, segundo o protocolo de indugédo da carcinogénese lingual e
citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Continua).

. Grupos
INFILTRADO INFLAMATORIO (MDP/T)

G2 (n=8)

G5 (n=11)

G6 (n=12)

Presencga
Carcinoma de lingua
PresencalTipos

4,25+2,96/34

3,09+2,38/34

1,41+2,02/17%

In situ 1,12+1,35/9 0,27+0,64/3 0¥
Micro-invasivo 1,25+1,48/10 0,72+1,00/8 0,25+0,86/3
Invasivo 0,87+1,64/7 1,27+1,55/14 0,33+0,77/4
Profundamento invasivo 1,00+1,51/8 0,81+0,98/9 0,83+1,33/10
Localizagao
Carcinoma de Lingua
Face
Dorso 4,25+2 96/34 3,09+2,38/34 1,41+2,02/17%
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 1,00+1,19/8 0,63+0,92/7 0,50+0,90/6
Média 1,62+1,76/13 0,90+1,37/10 0,58+1,24/7
Posterior 1,62+1,18/13 1,54+1,80/17 0,33%1,15/4
Posicao
Direita 2,25+2,18/18 1,54+1,03/17 1,00+1,34/12
Mediana 0 0,18+0,40/2 0
Esquerda 2,00+1,60/16 1,36+1,96/15 0,41+0,79/5°
Localizagao/Tipos
In Situ
Face
Dorso 1,12+1,35/9 0,27+0,64/3 0¥
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0,75+1,16/6 0,18+0,60/2° 0¥
Média 0,25+0,70/2 0,09+0,30/1 0
Posterior 0,1240,35/1 0 0
Posigao
Direita 0,87+1,24/7 0,18+0,40/2" 0¥
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,25+0,46/2 0,09+0,30/1 0
Micro-invasivo
Face
Dorso 1,25+1,48/10 0,72+1,00/8 0,25+0,86/3"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0 0,18+0,60/2 0,16+0,57/2
Média 1,00+1,41/8 0,45+0,93/5 0,08+0,28/1"
Posterior 0,25+0,46/2 0,09+0,30/1 0
Posigao
Direita 0,37+0,74/3 0,72+1,00/8 0,16+0,57/2
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,87+1,45/7 (0 0,08+0,28/1°
Invasivo
Face
Dorso 0,87+1,64/7 1,27+1,55/14 0,3310,77/4"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regido
Anterior 0,25+0,70/2 0,27+0,64/3 0,16+0,57/2
Média 0,12+0,35/1 0,09+0,30/1 0
Posterior 0,50£0,92/4 0,90£1,13/10 0,16+0,57/2°
Posigao
Direita 0,50£1,41/5 0,45+0,82/5 0,16+0,57/2
Mediana 0 0,18+0,40/2 0
Esquerda 0,37+1,06/3 0,63+0,92/7 0,16+0,57/2

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncolégicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrdo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pds-teste de Tukey’s por
comparagdo mdltipla com as seguintes significancias estatisticas (" p<0,05; *"p<0,01; e ¥"p<0,0001).
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Tabela 5 — Distribuicdo do infiltrado inflamatério do carcinoma lingual apés a decapitagdo com 16
semanas dos ratos Holfzman machos, segundo o protocolo de indugédo da carcinogénese lingual e
citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Continuagao).

. Grupos
INFILTRADO INFLAMATORIO (M+DP/T)
G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
Profundamente Invasivo
Face
Dorso 1,00+£1,51/8 0,81+0,98/9 0,83+1,33/10
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0 0 0,16+0,57/2
Média 0,25+0,70/2 0,27+0,64/3 0,50+1,24/6
Posterior 0,75+1,03/6 0,54+0,93/6 0,16+0,57/2
Posicao
Direita 0,50+1,41/4 0,18+0,60/2 0,66+0,98/8
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,50+0,92/4 0,63+0,92/7 0,16+0,57/2
Intensidade
Carcinoma de Lingua
Discreta 1,00£0,92/8 1,27+1,42/14 0,08+0,28/1
Moderada 3,25+3,01/26 1,81+1,88/20 1,33+1,96/16%
Acentuada 0 0 0
Intensidade/Tipos
In Situ
Discreta 0,37+0,51/3 0,27+0,64/3 0
Moderada 0,75+1,03/6 0¥ 0¥
Acentuada 0 0 0
Micro-invasivo
Discreta 0,50+0,92/4 0,36+0,50/4 0,08+0,28/1
Moderada 0,75+1,48/6 0,36+0,80/4 0,16+0,57/2
Acentuada 0 0 0
Invasivo
Discreta 0,12+0,35/1 0,54+1,21/6 0
Moderada 0,75+1,48/6 0,72+1,34/8 0,33+0,77/4
Acentuada 0 0 0
Profundamente Invasivo
Discreta 0 0,09+0,30/1 0
Moderada 1,00+1,51/8 0,72+1,00/8 0,83+1,33/10
Acentuada 0 0 0
Tipos de Intensidade
Carcinoma de Lingua
Agudo 0 0 0
Subagudo 1,12+2,23/9 0,27+0,90/3 0,75+1,86/9
Crénico 4,50+2,56/36 4,18+3,51/46 1,00£1,59/12"
Tipos de Intensidade/Tipos
In Situ
Agudo 0 0 0
Subagudo 0,37+1,06/3 0 0
Cronico 1,25+1,83/10 0,54+1,29/6 0°
Micro-invasivo
Agudo 0 0 0
Subagudo 0,37+1,06/3 0 0
Cronico 1,50+£2,07/12 1,09+1,37/12 0,33+1,15/4°
Invasivo
Agudo 0 0 0
Subagudo 0 0,27+0,90/3 0
Cronico 1,00+1,85/8 1,09+2,07/12 0,33+0,77/4
Profundamente Invasivo
Agudo 0 0 0
Subagudo 0,37+1,06/3 0 0,25+0,86/3
Cronico 0,75+1,03/6 0,90£1,04/10 0,66+1,30/8

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncolégicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncolégicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrédo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pés-teste de Tukey’s por
comparagédo mdltipla com as seguintes significancias estatisticas (*p<0,05; B=p<0,01; e ¥"p<0,0001).
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Tabela 5 — Distribuicdo do infiltrado inflamatério do carcinoma lingual apés a decapitagdo com 16
semanas dos ratos Holfzman machos, segundo o protocolo de indugédo da carcinogénese lingual e
citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental (Conclusao).

. Grupos
INFILTRADO INFLAMATORIO (M+DP/T)
G2 (n=8) G5 (n=11) G6 (n=12)
Localizagao/Tipos de
Intensidade
Subaguda
Face
Dorso 1,12+2,23/9 0,27+0,90/3 0,75+1,83/9
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 0 0 0
Média 1,1242,23/9 0° 0,75+1,86/9
Posterior 0 0,27+0,90/3 0
Posicao
Direita 0,75+1,38/6 0,27+0,90/3 0,50+1,16/6
Mediana 0 0 0
Esquerda 0,37+1,06/3 0 0,25+0,86/3
Croénica
Face
Dorso 4,50+2,56/36 4,18+3,51/46 1,00£1,59/12"
Borda lateral 0 0 0
Ventre 0 0 0
Regiao
Anterior 1,25+£1,48/10 0,90+1,37/10 0,33+0,77/4
Média 1,25+1,48/10 1,45+2,01/16 0,33+0,77/4
Posterior 2,00+1,06/16 1,81+2,44/20 0,33+0,77/4°
Posicao
Direita 2,25+1,98/18 2,00+1,54/22 0,66+0,98/8
Mediana 0 0,36+0,80/4 0
Esquerda 2,25+1,98/18 1,81+2,44/20 0,33+0,77/4°

G2 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO), G5 (ratos oncoldgicos de lingua/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e G6 (ratos oncoldgicos
de lingua/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). Obtiveram resultado zero os G1 (ratos saudaveis), G3 (ratos saudaveis +
0,035g/Kg/TP-4-0l) e G4 (ratos saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol) ndo incluidos na tabela. Os resultados estdo expressos em
média, desvio-padrédo e total (M+DP/T) da variavel, analisados por ANOVA (*One/Two-Way) com pés-teste de Tukey’s por
comparagdo multipla com as seguintes significancias estatisticas (“"p<0,05; #p<0,01; e "p<0,0001).

Fonte: Autoria propria.
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5.4.1 Figado e rim

As andlises histopatolégicas dos figados e rins nos diferentes grupos
experimentais demonstraram diferengas importantes. As analises das alteragdes
citotoxicas hepaticas demonstraram reducao dos espacgos sinusoéides nos grupos G6
e G2, comparados com o grupo G5 (P<0,0001) (Figura 15 e 16).

Ja as analises histopatologicas dos rins demonstraram alteragdes citotoxicas.
O grupo G4 (menor dose TP-4-ol) apresentou diferenga estatisticamente significante
para a presencga de necrose glomerular (P<0,05) quando comparado com 0s grupos
G1 (ratos saudaveis) e G3 (maior dose TP-4-ol), em acumulo de pigmento
amarelado intraglomerular comparado com o G1 (P<0,01), em reducdo do espaco
urinario no G4 comparado com G1 e G3 (P<0,05), em ductos edemaciados no G4
comparado com o G2, G3, G5 e G6 (P<0,01), em acumulo de pigmento amarelado
intracelular ductal com G1 ((P<0,05), em ductos proximais necroticos comparados
com os G1 (P<0,01) e G3 (P<0,05) e em ductos distais necroticos comparados com
o G1 (P<0,05) e G3 (Figura 15 e 17).

O G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol) demonstrou maior acumulo de pigmento
amarelado intraglomerular e maior presenga de ductos distais edemaciados
comparados com o G2 (P<0,05) (Figura 15 e 17).

O G3 (maior dose TP-4-ol), demonstrou maior frequéncia de ductos proximais
edemaciados comparado com os G1 (P<0,05) e G4 (P<0,01) ) (Figura 15 e 17).

Ja o G6 (4-NQO + menor dose TP-4-ol) demonstrou maior frequéncia de
ductos proximais edemaciados que o G5 (4-NQO + maior dose TP-4-ol) (P<0,05)
(Figura 15 e 17).

Na classificacdo geral das alteragdes citotdxicas dos rins, vericamos diferenca
estatisticamente significante na classificagdo de citotoxicidade moderada
comparando o G4 com o G1(P<0,05) (Figura15 e 17).
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Figura 15 — Distribuicdo das fotomicrografias das alteracbes citotoxicas do figado e rim (H&E/400x)
apo6s a decapitagdo com 16 semanas dos ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugéo
da carcinogénese lingual e citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental. (a)
sinusoides presentes (circulo) no G4 (ratos saudaveis tratados com 0,0035g/Kg de TP-4-ol); (b)
sinusoides reduzidos (circulo) no G2 (ratos hepatopatas/4NQO); (¢) glomérulo necrético (circulo) e
pigmento amarelado (quadrado) no G2 (ratos nefropatas/4ANQO); (d) espacgo urinario reduzido
(circulo), ductos proximais e distais edemaciados (quadrado) no G2 (ratos nefropatas/4NQO); (e)
ductos proximais necroéticos (circulo) no G2 (ratos nefropatas/4NQO); e (f) ductos distais necroéticos
(circulo) no G2 (ratos nefropatas/4NQO).

(a) FIGADO (b) FIGADO

(c) RIM (d) RIM

(e) RIM

——

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 16 — Distribuicdo das alteragdes citotoxicas do figado apds a decapitagcdo com 16 semanas
dos ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e
citotoxicidade hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental dos 3 G1 (ratos saudaveis),
Bl G2 (ratos hepatopatas/4-NQO), E= G3 (ratos saudaveis + 0,035g/Kg/TP-4-ol), G4 (ratos
saudaveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol), B2 G5 (ratos hepatopatas/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol) e BB G6
(ratos hepatopatas/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol). (a) Alteragdes citotdxicas gerais e (b) especificas
do figado. Os resultados estdo expressos em média (barras) e desvio-padrdo (linhas verticais),
analisados por ANOVA (Two-Way) com poés-teste de Tukey's por comparagdo mdultipla com as
seguintes significancias estatisticas (*"p<0,05; #°p<0,01; e ¥"p<0,0001).
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Figura 17 — Distribuicdo das alterag¢des citotoxicas do rim apds a decapitagédo com 16 semanas dos
ratos Holtzman machos, segundo o protocolo de indugdo da carcinogénese lingual e citotoxicidade
hepatica e renal, seguidos de tratamento experimental dos 3 G1 (ratos saudaveis), ll G2 (ratos
nefropatas/4-NQO), E=2 G3 (ratos saudaveis + 0,035g/Kg/TP-4-ol), G4 (ratos saudaveis +
0,0035g/Kg/TP-4-0l), EZ= G5 (ratos nefropatas/4-NQO + 0,035g/Kg/TP-4-0l) e EH G6 (ratos
nefropatas/4-NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-0l). (a) Alteragdes citotoxicas gerais e (b) especificas do rim.
Os resultados estdo expressos em média (barras) e desvio-padrao (linhas verticais), analisados por
ANOVA (Two-Way) com pos-teste de Tukey's por comparagdo multipla com as seguintes
significancias estatisticas (*"p<0,05; #"p<0,01; e ¥"p<0,0001).

(a)
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram a plena capacidade de indugéo
carcinogénica em ratos Holtzman tratados com 4-NQO em propileno glicol diluido na
agua de beber na concentragdo 25ppm, uma vez ao dia por oito semanas.

O obito de animais durante pesquisas utilizando 4-NQO é frequentemente
descrito e estudos que utilizam maiores concentragbes da substancia apresentam
maiores propor¢des de efeitos colaterais e 6bitos (Avgoustidis et al.’, 2012; Gama et
al.*®, 2014). De fato, que trabalharam com concentragdes semelhantes as nossas,
nao relataram obitos (Jesus et al.*®, 2014; Viswanadha et al.’™*, 2011). Isto sugere
que a indugao de carcinogénese por 4-NQO deva permanecer abaixo dos 30 ppm, e
que o protocolo de exposicdo por 8 semanas € suficiente para induzir LPMM e
malignas, permitindo identificar o possivel efeito quimiopreventivo de uma substancia
teste, desde que seja adotado o critério de seccdo seriada da lingua. Porém,
convem salientar que alguns estudos que trabalharam com concentracdes
semelhantes as nossas demonstraram maior numero de obitos, tanto no grupo 4-
NQO quanto nos grupos submetidos a tratamento quimiopreventivo (Grawish et al.¥,
2011; Helli et al.*', 2016; Mehdipour et al.®®, 2013).

Os resultados biométricos do nosso estudo apresentaram aumento no
consumo de agua pelos dois grupos de ratos tratados com 0,0035g/Kg de TP-4-ol.
Também observamos que o grupo 4-NQO apresentou baixo consumo de agua. Os
estudos de Long et al.*® (2007), experimento por 22 semanas em ratos inicialmente

induzidos com 4-NQO por 8 semanas, Yoshida et al.'®" (

2005) experimento por 32
semanas, inicialmente induzidos com 4-NQO por 8 semanas, Suzuki et al.’® (2003)
experimento por 32 semanas em ratos inicialmente induzidos com 4-NQO por 4
semanas e Tanaka et al.'® (2002) experimento por 38 semanas em ratos
inicialmente induzidos com 4-NQO por 8 semanas anteriores nao relataram
alteracao estatisticamente significante no consumo de agua.

Apenas os ratos submetidos a carcinogénese por 4-NQO e tratados com
0,0035g/Kg de TP-4-ol demonstraram ganho de peso corporal e de lingua. Além
disso, baixos pesos do corpo e da lingua foram verificados nos ratos 4-NQO. Os
baixos pesos do figado e rim foram averiguados nos ratos saudaveis tratados com a
maior e menor dose de TP-4-ol. Os estudos de Helli et al.*' (2016) e Mehdipour et

al.® (2013) apresentaram resultados semelhantes aos nossos, com diminui¢gao do
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peso corporal dos ratos 4-NQO (30 ppm) e aumento do peso corporal nos ratos
tratados com quimiopreventivos naturais. Entretanto, Gongcalves et al.* (2015) nédo
identificaram diferenga de peso corporal dos ratos 4-NQO (50 ppm) e nos animais
submetidos a tratamento quimiopreventivo natural.

Nenhum estudo descreveu o peso da lingua dos animais, portanto,
consideramos nossos dados inéditos e passiveis de serem replicados para futuras
comparagdes, uma vez que o desenvolvimento de massas tumorais ou alteragdes
renais podem influenciar no peso da mesma.

Para o figado, os resultados apresentam-se variados e distoantes, por vezes
sao observadas redugdes no peso hepatico dos animais saudaveis expostos a um
quimiopreventivo natural, por vezes aumento (Suzuki et al.’®®, 2003; Tanaka et al."®®,
2002). Do mesmo modo, sao descritos aumento ou redug¢ao do volume hepatico nos
animais 4-NQO (Long et al.*®, 2007; Suzuki et al.'®, 2003; Yoshida et al."?', 2005).
Na verdade, até mesmo a auséncia de diferenca de peso hepatico foi relatada na
literatura (Yanaida et al.'"®, 2002). Estes resultados demonstram que a analise do
peso hepatico apresenta-se complexa e de dificil correlagdo com outros achados
experimentais.

Yoshida et al.’®', 2005 demonstrou aumento do peso renal nos animais
induzidos por 4-NQO, concordando com nossos resultados, mas seus animais
saudaveis tratados com quimiopreventivo natural demonstraram resultados opostos
A0S NOSSOS.

A redugédo no consumo alimentar e/ou a perda gradual do peso corporal no
modelo de quimioprevenc¢do induzida por 4-NQO é um indicador relevante do
avango progressivo das LPMM para lesGes malignas invasivas na lingua dos
animais, podendo ser relacionada a ineficacia do tratamento quimiopreventivo em
estudo (McCormick et al.%*, 2010). De fato, nossos resultados demonstram que o
grupo 4-NQO apresentou redugdo do consumo de agua, mas nao alterou o peso
corporal, o peso da lingua, do figado, do rim ou o consumo de racgéo. Por outro lado,
0s animais tratados com as duas concentra¢des de TP-4-ol (0,035 e 0,0035g/Kg) no
experimento de quimioprevengao e os animais exclusivamente tratados com 0,0035
g/Kg de TP-4-ol demonstraram aumento do peso corporal associada a redugao do
consumo de agua. Além disso, os animais tratados com 0,0035g/Kg no experimento
de quimioprevengdo demonstraram aumento, estatisticamente significante, do peso

da lingua. Estes achados, associados aos achados bioquimicos e histopatoldgicos
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de nosso estudo, podem indicar um efeito citotoxico renal levando ao acumulo de
agua nos animais estudados, mesmo sob reducdo do consumo da mesma.
Entretanto, a reducdo do peso médio hepatico nos grupos exclusivamente
submetidos as duas doses de TP-4-ol confrontam essa teoria, tornando necessario o
aprofundamento do estudo para propiciar conclusdes especificas.

Nosso estudo demonstrou que o 4-NQO foi capaz de alterar os resultados
bioquimicos de ALT, ALP, uréia e creatinina. Além disso, o 4-NQO foi capaz de
produzir alteragdes histopatologicas leves nos rins. Resultados de estudos anteriores
também demonstraram esse efeito hepatopata e nefrotoxico do 4-NQO (Mohan et
al.%”, 2016; Viswanadha et al.'™, 2011).

A concentragcdo de 0,035g/Kg de TP-4-ol nos animais saudaveis produziu
aumento nos resultados bioquimicos de ALT, ALP, uréia e creatinina. Esses
aumentos chegaram a ser superiores aos observados no grupo 4-NQO para ALP e
uréia. Aléem disso, esses animais saudaveis tratados com 0,035g/Kg de TP-4-ol
também demonstraram alteragdes histopatologicas leves no rins.

A concentragdo de 0,0035g/Kg de TP-4-ol nos animais expostos
exclusicamente a essa substancia, alterou os parametros bioquimicos de ALP e
creatinina, mas demonstrou capacidade de reduzir os efeitos bioquimicos da prévia
exposicdo ao 4-NQO em ALT, ALP, uréia e creatinina, reduzindo suas
concentracdes plasmaticas. Viswanadha et al."* (2011) apresentaram resultados
semelhantes ao estudarem quimiopreventivo natural, relatando aumento da
concentragédo de creatinina. Entretanto, os mesmos observaram redugéo dos niveis
de ALP e uréia e aumento nas concentragdes plasmaticas de ALT e AST. Por outro
lado, assim como ocorreu em nosso estudo, Mohan et al.?’ (2016) evidenciaram
reducao das concentragdes de ALT, ALP e creatinina no plasma sanguineo de ratos
previamente expostos ao 4-NQO e tratados com quimiopreventivo natural. Porém,
nossas analises histopatolégicas renais demonstraram presencga de citotoxicidade
leve a moderada nos animais saudaveis expostos a 0,0035g/Kg. Nesse grupo
observamos ductos distais necroticos, ductos proximais necroticos, glomérulos
necroticos, acumulo de pigmento intracelular amarelado e acumulo de pigmento
amarelado intraglobular.

O aumento das concentracdes plasmaticas de ALT, AST e ALP e o aumento
das concentragdes de ureia e creatinina, sdo considerados como bons indicadores

de citotoxicidade hepatica e renal (Mohan et al.®’, 2016; Viswanadha et al.'™, 2011).
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Nesse sentido, nosso estudo recomenda o uso da menor dose de TP-4-ol como
agente quimiopreventivo e demonstra que, quando aplicado nos animais
previamente submetidos ao processo de carcinogénese por 4-NQO, parte dos
efeitos téxicos propiciados pelo 4-NQO sao reduzidos.

Em relacdo as analises macroscopicas, observamos que o tratamento com
0,0035g/Kg de TP-4-ol em ratos previamente submetidos ao carcinogeno 4-NQO
demonstrou menor numero de lesées fundamentais na analise macroscépica tanto
em dorso quanto na regido posterior e mediana da lingua. E para a concentragao de
0,035g/Kg, observamos redugdo do numero de lesbes fundamentais na regido
mediana. Adicionalmente, verificamos redu¢do do numero de lesdes brancas em
ambas as concentragdes do quimiopreventivo. Além disso, verificamos que o volume
das lesdes reduziu-se em ambos os tratamentos com TP-4-ol. Alguns autores,
relataram lesdes tumorais exofiticas, localizadas no dorso e regido posterior da
lingua (Grawish et al.*’, 2011; Tanaka et al.'® 2002; Yanaida et al.'"®, 2002;

.21, 2005), por vezes de grande tamanho (Grawish et al.*’, 2011). Do

Yoshida et a
mesmo modo, relataram redugao significativa da quantidade (Grawish et al.>’, 2011;
Tanaka et al.’®, 2002; Yanaida et al.’®, 2002; Yoshida et al.’?', 2005) e tamanho
das lesdes liguais nos animais tratados com quimiopreventivo natural (Grawish et
al.*’, 2011).

Todavia, os estudos publicados na literatura, raramente, descrevem as lesdes
clinicas por meio da descricdo de lesdes fundamentais. Fong et al.?” (2006) tendo
camundongos como animais de estudo, apontaram a redugcdo macroscépica de
100% das lesbes brancas na lingua dos animais. Entretanto, mesmo esse estudo,
aborda as lesdes brancas como lesdes “leucoplasicas”.

Embora o estudo geral das lesbes macroscépicas seja frequentemente
relatado, a identificacdo criteriorsa das regides de acometimento das lesdes permite
que os estudos subsequentes considerem diferentes regides para o surgimento das
lesdes clinicas e histologicas do estudo de quimioprevencao induzida por 4-NQO.
Em nosso estudo, as lesbes se concentraram na regido de dorso e posterior da
lingua dos animais e, em ambas as regides pudemos evidenciar diferencas
estatisticamente significantes entre os grupo 4-NQO e o TP-4-ol. Porém, conforme
nosso estudo as diferentes regides demonstram a presenca de lesdes clinicas.
Portanto, recomendamos a criteriosa analise macroscoépica da lingua de animais em

experimento de quimioprevencgao induzida por 4-NQO, pois esses resultados podem
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evidenciar ou ndo o efeito carcinogénico do 4-NQO em induzir LPMM de lingua e
aceitar ou rejeitar a hipotese de quimioprevencado de um agente natural (Grawish et
al.¥’, 2011).

Considerando que a leucoplasia € um termo clinico aplicado a lesbées em
humanos que consideram aspectos etiologicos para permitir essa hipdtese
diagnostica e levando-se em consideragdo que o0s animais submetidos ao
experimento de quimioprevengdo induzida por 4-NQO demonstram grande
frequéncia de lesdes tipo placa branca ou mancha branca. Recomendamos a
adocdo do termo placa e mancha branca, pois o experimento ndo permite obter
agdes clinicas semelhantes as realizadas na clinica odontolégica para aplicacédo do
termo “Leucoplasia”.

Isto posto, baseado em nossos resultados macroscopicos, aconselhamos a
utilizacao de 0,035g/Kg de TP-4-ol como quimiopreventivo (quimioprotetor) de lesdes
fundamentais do tipo placas brancas.

As analises histopatologicas realizadas em nosso estudo demonstraram
reducdo do numero meédio de lesdes histopatologicas utilizando a concentragdo de
0,0035¢g/Kg de TP-4-ol como quimiopreventivo de ratos submetidos a carcinogénese
por 4-NQO. Nossos resultados demonstraram redugdao no dorso, regido anterior e
posicdes direita e esquerda. Também identificamos que, embora as lesdes nas
regides anterior e média da lingua sejam semelhantes, 0 mesmo nao ocorre na
regido posterior da lingua, onde verificamos uma tendéncia de maior acometimento
de lesdes histopatolégicas na posigdo esquerda da lingua dos animais. De fato,
verificamos uma relagdao direita/esquerda na ordem de 45/55%. Desse modo,
recomendamos cautela em experimentos que seccionam a lingua ao centro para
analises moleculares, uma vez que a distribuigdo n&do € equalitaria.

Especificamente em relagdo aos tipos de lesao histoldgica, nosso estudo
demonstrou que a concentragdo de 0,0035g/Kg de TP-4-ol produziu redugdo do
numero total de displasias no dorso, regides anterior, média e posterior e posi¢coes
direita e esquerda. Também demonstrou reducédo especifica do numero de
displasias leves localizadas no dorso e de displasias moderadas localizadas no
dorso e na posicao esquerda.

Ja a concentracado de 0,035g/Kg de TP-4-ol reduziu o numero de alteracbes
histopatoldgicas localizadas no dorso, regido anterior e posicdo esquerda. Além

disso, reduziu as hiperplasias no dorso em posicdo esquerda e moderada no dorso.
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Estudos anteriores também observaram melhores resultados em doses
menores de tratamento com quimiopreventivo natural (Helli et al.*', 2016; Jesus et
al.*®, 2014; Long et al.*®, 2007; Mehdipour et al.®®, 2013; Ribeiro et al.®, 2014;
Ribeiro et al.’®, 2015; Yoshida et al.”®', 2005). Mas outros observaram melhores
resultados na maior dose do estudo (Helli et al.*', 2016; Long et al.*®, 2007;
Mehdipour et al.®®, 2013; Yoshida et al.’?!, 2005).

Do mesmo modo, anteriormente também foi verificado efeito sobre as lesdes
hiperplasicas (Helli et al.*', 2016; Long et al.>®, 2007; Mehdipour et al.®®, 2013;
Yoshida et al.’?!, 2005), displasicas totais (Grawish et al.>’, 2011; Helli et al.*', 2016;
Jesus et al.*®, 2014; Long et al.>®, 2007; Mehdipour et al.®®, 2013; Ribeiro et al.®®,
2014; Ribeiro et al.®®, 2015; Yoshida et al.”?', 2005), sobre displasias leves (Long et
al.*®, 2007; Yoshida et al."*!, 2005) e displasias moderadas (Grawish et al.>’, 2011;
Helli et al.*", 2016; Long et al.*®, 2007; Mehdipour et al.?®, 2013; Yoshida et al.'*’,
2005).

Como a eficacia do agente quimiopreventivo € verificada pela regressao das
alteracdes histopatolégicas no grupo tratado, comparado ao controle com o 4-NQO
(Helli et al.*", 2016; Jesus et al.*®, 2014; Long et al.*®, 2007; Mehdipour et al.®®, 2013;
Ribeiro et al.?% 2014; Ribeiro et al.’®, 2015; Yoshida et al."?', 2005), sugerimos a
utilizacdo da maior e menor dose de TP-4-ol como agente quimiopreventivo das
alteragdes histopatolégicas de lingua (quimioprotetor) de ratos submetidos a
carcinogénese por 4-NQO.

Em nosso estudo, realizamos a classificagcdo de risco de malignizagdo nas
displasias moderadas nos animais submetidos ao carcinébgeno 4-NQO.
Diferentemente do que ocorre em humanos que demonstrou 87,5% de displasias
moderadas classificadas como de alto risco (Kujan et al.>* (2006), nossos ratos,
demonstraram predominio da classificagdo de baixo risco de malignizagdo. Esses
resultados reenfatizam a caracteristica predominante do desenvolvimento das LPMM
e carcinomas no modelo de quimioprevencao induzida pelo 4-NQO, onde séao
relatados predominios de lesées bem diferenciadas (Ribeiro et al.?®, 2015).

A concentracao de 0,0035g/Kg de TP-4-ol reduziu o numero de alteragdes
arquiteténicas (perda de polaridade das células basais, cristas epiteliais em forma de
gota e numero de figuras de mitoses) e citolégicas (anisonucleose e pleomorfismo
nucelar). Ja a dose de 0,035g/Kg de TP-4-ol reduziu numero de alteragbes

citolégicas (anisonucleose). Munido desses resultados e considerando a auséncia
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de analises semelhantes em experimentos anteriores de quimioprevencao induzida
por 4-NQO, recomendamos a adogédo da metodologia de risco de malignizagédo para
identificar diferengas arquitetdnicas e citolégicas em processos displasicos de
animais submetidos ao carcindgeno 4-NQO.

Com base nos resultados, recomendamos também o uso de ambas as
concentragbes de TP-4-ol como agente quimiopreventivo de lesdes displasicas,
dando énfase para a maior capacidade da concentragdo de 0,0035g/Kg de inibir o
surgimento desses tipos de lesdes histoldgicas.

Além disso, a dose de 0,0035g/Kg de TP-4-ol demonstrou capacidade de
reduzir o numero de carcinoma de lingua no dorso, regido anterior e posigao
esquerda. Também relatamos que o carcinoma in situ, micro-invasivo e invasivo
foram reduzidos nos animais expostos a essa concentracdo de TP-4-ol. Dentre eles,
verificamos que ocorreu reducdo de mais de 80% de carcinomas in situ no dorso,
regido anterior e posicéo direita, mais de 70% de carcinomas micro-invasivo no
dorso em regido média e posigdes direita e esquerda e mais de 80% de carcinomas
invasivos no dorso em regidao posterior. Alguns estudos anteriores também
observaram reducdo do numero de carcinomas no dorso em regido posterior
utilizando substancias naturais tais como Abbasi et al. (2014), Fong et al.?® (2011),
Grawish et al.*” (2011), Lubet et al.®" (2011) e McCormick et al.** (2010).

De fato, o carcinoma in situ foi reduzido em 50% no dorso (Abbasi et al.,
2014). Do mesmo modo, o carcinoma micro-invasivo foi reduzido entre 60% e 90%
no dorso e regido posterior (Fong et al.®, 2011; Lubet et al.®!, 2011; McCormick et
al.**, 2010). Ja o carcinoma invasivo j& demonstrou redugdes de 40 a 90% no dorso
e regido posterior da lingua (Abbasi et al.", 2014; Fong et al.®, 2011; Lubet et al.?’,
2011; McCormick et al.**, 2010).

As anadlises do grau de invasdo microscopico dos carcinomas de lingua
denotam a eficacia do modelo de 4-NQO em impedir o desenvolvimento das lesbes
malignas e até mesmo LPMM (McCormick et al.**, 2010; Peng et al.”®, 2015; William;

Papadimitrakopoulou™"”

, 2013). Sendo assim, baseados em nossos resultados,
recomendamos a administracdo de 0,0035g/Kg de TP-4-ol como quimiopreventivo
para o desenvolvimento de carcinomas de lingua na fase de progressao do modelo
de quimioprevencao induzida por 4-NQO.

Ao analisarmos o infiltrado inflamatorio associado aos carcinomas

diagnosticados em nosso estudo, verificamos que a concentragao de 0,0035g/Kg de
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TP-4-ol propiciou reducdo de intensidade e do infiltrado inflamatério crénico nos
carcinomas analisados. Ja a dose de 0,035g/Kg de TP-4-ol propiciou reducéo de
intensidade e do infiltrado inflamatério subagudo nos caricnhomas analisados.
Apenas um estudo foi identificado relatando o tipo de infiltrado inflamatério presente
nos carcinomas dos ratos induzidos por 4-NQO, os autores relataram a presenca de
infiltrado inflamatério crénico (Tanaka et al.'®, 2014). Devemos considerar que
nossos achados foram influenciados pela drastica reducao no desenvolvimento de
carcinomas nos grupos tratados com TP-4-ol. Por outro lado, a presenca de infiltrado
inflamatorio em lesdes malignas pode auxiliar ou dificultar o crescimento tumoral
(Tanaka et al.', 2014), sendo assim, recomendamos aprofundamento do estudo do
papel das células inflamatérias em modelo de quimioprevencgao induzida por 4-NQO,
uma vez que ja foram relatados efeitos anti-inflamatdrios do TP-4-ol (Bakkali et al.?,
2008).

O potencial citotéxico da concentragédo de 0,0035g/Kg de TP-4-ol foi verificado
em nosso estudo. Observamos alteragdes histopatolégicas que foram classificadas
como de grau moderado para os rins desse grupo de estudo. Nesses animais,
verficamos aumentos de necrose glomerular, acumulo do pigmento amarelado
intraglomerular, redugdo do espago urinario, ductos proximais edemaciados,
acumulo de pigmento amarelado intracelular ductal, ductos proximais necroéticos,
ductos distais edemaciados e necrdticos. A mesma dose também reduziu os
sinusoides hepaticos. Por outro lado, verificamos redugdo dos achados citotéxicos
nos animais previamente submetidos ao carcinédgeno 4-NQO na mesma
concentracao de TP-4-ol.

Do mesmo modo, a dose de 0,035 g/Kg de TP-4-ol, também demonstrou
toxicidade renal, sendo classificada como de grau leve. Entretanto, quando
administrada nos animais previamente submetidos ao carcinégeno 4-NQO,
demonstrou reducgao das citotoxicidades renal e hepatica.

Shuvy et al.?® (2011) também observou a presenga de ductos edemaciados e
pigmento, descrito pelos autores como sendo de cor acastanhada, entretanto, os
autores observaram essas alteragcdes em dose semelhante a nossa maior dose.

Por outro lado, Viswanadha et al."™

(2011) verificaram que ratos expostos a
20ppm de 4-NQO por 8 semanas apresentaram alteragdo degenerativa em
glomérulo renal, alteracdo semelhante a observada em nossos animais expostos a

25ppm de 4-NQO.
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Em nosso experimento, o 4-NQO foi capaz de alterar os resultados
bioquimicos de ALT, ALP, uréia e creatinina, também produziu alteracdes
histopatolégicas leves nos rins. Mas a concentragdo de 0,0035g/Kg de TP-4-ol
demonstrou capacidade de reduzir os efeitos bioquimicos da prévia exposi¢céao ao 4-
NQO em ALT, ALP, uréia e creatinina. Isto posto e considerando nossos resultados
citoxicos evidenciados na analise bioquimica e histopatoldégica dos animais
saudaveis expostos a 0,0035g/Kg de TP-4-ol, podemos concluir que as alteragdes
oxidativas produzidas pela exposicdo ao 4-NQO propiciaram reducdo do efeito
citotéxico renal do TP-4-ol, possivelmente pelo tropismo de citotoxicidade observada
sobre as células malignas e sobre as lesées LPMM. Este resultado demonstra
especificidade da substancia por esses tipos celulares (Chooluck et al."®, 2013).

O TP-4-0ol pode ser aplicado como quimiopreventivo para lesbes
fundamentais, alteragdes histopatoldégicas e LPMM. Além de apresentar efeito
reducional sobre carcinoma in situ, micro-invasivo e invasivo de lingua de ratos.

Embora a substituicdo do 4-NQO por agua por uma semana nao tenha surtido
efeito apenas em 1 animal dos 4 que apresentaram sinais de sofrimento em nosso
estudo, recomendamos o acompanhamento de todos os animais e, caso sejam
evidenciadas caracteristicas como, pelos uricados, perda de peso acentuada,
letargia ou sofrimento do animal, sugerimos a substituigdo por agua por uma
semana.

Do mesmo modo, nossa classificagdo morfohistopatologica das localizagdes
das lesdes de lingua permitiu a identificacédo de diferengas especificas em varias
analises histopatologicas. Sendo assim, recomendamos a adogao desse padrao de
analise.

A principal limitacdo de nosso estudo € o aprofundamento dos aspectos
biomoleculares envolvidos na exposicdo ao TP-4-ol nos ratos previamente
submetidos ao carcindgeno 4-NQO. Entretanto, também pudemos identificar que a
secgao da lingua para permitir ambas as analises em um experimento pode produzir
viés nos resultados histopatolégicos e moleculares, uma vez que as lesdes nao se
distribuem equalitariamente e tdo pouco apresentam-se no mesmo grau de invasao
ou de desenvolvimento dentro das LPMM.

Os resultados obtidos em nossas analises em relacdo aos parametros
biométricos, bioquimicos, macroscopicos e microscépicos apontam para a eficacia

quimiopreventiva (quimioprotetora) da dose de 0,0035g/Kg do TP-4-ol a cada 24
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horas, por oito semanas consecutivas no estagio de progressédo e em LPMM de
lingua de ratos Holtzman previamente expostos ao carcindégeno 4-NQO. Entretanto,

a mesma dose de TP-4-ol aplicada em ratos saudaveis demonstrou potencial

toxicologico renal.
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7 CONCLUSAO

As doses testadas demonstraram eficacia quimiopreventiva contra o
desenvolvimento carcinogénico induzido por 4-NQO. A concentragéo de 0,0035g/Kg
de TP-4-ol demonstrou menor numero de lesdes fundamentais na analise
macroscopica, menor numero de alteragdes histopatoldgicas em diferentes regides
da lingua dos ratos, menor numero de alteragdes displasicas leves e menor risco de
malignizagcao da displasia moderada com menor perda de polaridade das células
basais, auséncia de cristas epiteliais em forma de gota, auséncia de mitoses
atipicas, auséncia de anisonucleose, reducido de pleomorfismo nuclear e redugao de
células com relagao nucleo/citoplasma aumentada. Além disso, foi capaz de reduzir
0 numero de carcinomas linguais em relacdo ao grupo controle positivo. Essa
reducdo ocorreu em carcinoma in situ, micro-invasivo e invasivo.

A concentragao de 0,035g/Kg de TP-4-ol também demonstrou capacidade de
reduzir o efeito carcinogénico de 4-NQO. Essa concentragdo reduziu o numero de
alteragcbes histopatoldgicas em varias regides da lingua dos animais previamente
submetidos ao carcindégeno 4-NQO, reduzindo o numero de lesdes hiperplasicas, o
numero geral de lesdes displasicas (leve + moderada + grave) e a presenga de
lesdes displasicas moderadas na regido de dorso lingual. Do mesmo modo, reduziu
o risco de malignizacédo das displasias moderadas em relagdo ao controle positivo,
evidenciada com menor presenca de anisonucleose. Essa dose também foi capaz
de reduzir a presenca de carcinomas in situ.

Por outro lado, evidenciamos alteragdes toxicolégicas de 4-NQO e das doses
testadas, tanto em parametros bioquimicos quanto histopatolégicos.

O 4-NQO foi capaz de alterar os resultados bioquimicos de ALT, ALP, uréia e
creatinina. Além disso, 0 4-NQO foi capaz de produzir alteragbes histopatoldgicas
leves nos rins.

A concentracao de 0,035g/Kg de TP-4-ol nos animais apenas expostos a essa
substancia produziu aumento nos resultados bioquimicos de ALT, ALP, uréia e
creatinina. Inclusive tendo resultados superiores aos obtidos pelo grupo 4-NQO em
ALP e uréia. Essa concentragdo também demonstrou alteragbes histopatoldgicas
leves nos rins.

A concentragdo de 0,0035g/Kg de TP-4-ol nos animais expostos

exclusivamente a essa substancia, alterou os pardmetros bioquimicos de ALP e
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creatinina, mas demonstrou capacidade de reduzir os efeitos bioquimicos da prévia
exposicao ao 4-NQO em ALT, ALP, uréia e creatinina. Entretanto, as analises
histopatoldgicas renais demonstraram presenga de citotoxicidade leve a moderada,
essa ultima, em maior numero e estatisticamente diferente do controle negativo.
Nesse grupo observamos ductos distais necroticos, ductos proximais necroticos,
glomérulos necroticos, acumulo de pigmento intracelular amarelado e acumulo de

pigmento amarelado intraglobular.
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