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Resumo

INTRODUCAO: O cancer de cabeca e pescoco corresponde a 5% de todas as
neoplasias malignas do organismo, sendo os sitios mais prevalentes a cavidade oral,
faringe e laringe. O principal fator de risco é o tabagismo e o carcinoma espinocelular é
o tipo histolégico mais frequente. Marcadores de células tumorais como o p53 e Ki-67
tém sido estudados em tumores de cabeca e pescogo pela sua imunoexpressdo positiva
para as células neoplasicas e em proliferacdo. Estudos experimentais possibilitam
avaliar os efeitos nocivos do tabaco sobre as vias aéreas, sendo este 0 objetivo deste
estudo. OBJETIVOS: Estudar, em ratos, os efeitos da exposi¢do aguda a fumaca de
cigarro sobre as mucosas da lingua, faringe e laringe, por meio de andlise histoldgica,
morfométrica e imunohistoquimica da expressdo das proteinas p53 e Ki-67.
MATERIAL E METODO: Ratos Wistar foram subdivididos em dois grupos de 20
animais cada: grupo controle (GC), racdo e agua ad libitum e grupo tabaco (GT)
expostos a inalacdo de fumaca de 40 cigarro/dia por 60 dias. Os animais foram
eutanaziados e realizado biopsias da lingua, faringe e laringe para os estudos
histopatolégico, histomorfométrico e imunohistoquimico das proteinas p53 e do ki-67.
RESULTADO: As andlises de microscopia de luz da lingua dos animais do grupo
tabaco (GT) revelaram algumas alteracGes mais marcantes nesse grupo em cada sitio,
sendo que na lingua, ganharam destaque a hiperplasia epitelial (GT-90%), hiperplasia
de células da camada basal (GT-95%) e displasia epitelial de grau leve a moderado (GT-
85%); na faringe, destacaram-se a hiperplasia de células da camada basal (GT-85%), as
displasias (GT-25%) e a congestdo vascular (GT-95%); na laringe predominaram
hiperplasia das células da camada basal (GT-70%), hiperplasia epitelial (GT-55%), a
congestdo (GT-100%) e o infiltrado inflamatorio de células polimorfonucleares
neutrofilos (GT-25%). O estudo morfométrico registrou valores mais elevados da

camada de queratina nos animais do grupo tabaco (GT) do que nos do grupo controle




Resumo

(GC), respectivamente: lingua(64,4 um e 54,2 um) , faringe (20,6 um e 16 um) e
laringe (21,8 um e 16 um). Nas analises imunohistoquimicas dos fragmentos da lingua,
faringe e laringe, a imunoexpressdao da proteina foi negativa em ambos os grupos. A
imunoexpressdo positiva da proteina Ki-67 foi detectada em ambos 0s grupos,
entretanto no grupo controle restringiu-se aos ndcleos das células das camadas basais e
no grupo tabaco estendeu-se também as células parabasais em algumas laminas.
CONCLUSOES: A exposicao de animais & fumaca de cigarro durante 60 dias resultou
em lesdes benignas, identificadas pela microscopia de luz como hiperplasia epitelial,
aumento da camada de queratina e displasia de grau leve, alteragcbes estas mais
evidentes nos fragmentos da lingua e da faringe. O tempo de exposi¢cdo ndo foi
suficiente para desenvolver displasia de grau mais intenso ou neoplasia nos sitios
examinados, justificando a imunoexpressao negativa da proteina p53 em todas as
laminas examinadas. A imunoexpressdo mais marcante da proteina Kki-67 reflete a

resposta epitelial a agressdo com proliferacdo celular.

Palavras-chave: Estudo experimental, Histologia, Ratos, Tabaco, Vias aéreas, p53, ki-

67.
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INTRODUCTION: The head and neck cancer represents 5% of all malignant
neoplasm of the body, with the sites most prevalent oral cavity, pharynx and larynx. The
main risk factor is smoking and squamous cell carcinoma is the most frequent
histological type. Tumor cell markers such as p53 and ki-67 have been studied in head
and neck tumors by their positive immunostaing for proliferating and neoplastic cells.
Experimental studies to assess the possible harmful effects of smoking on the airways
which are the objective of this study. OBJECTIVES: To study the effects of acute
exposure to cigarette smoke on the mucosa of the tongue, pharynx and larynx in rats;
using histological, morphometric and immunohistochemical expression of p53 and ki-
67. MATERIALS AND METHODS: Wistar rats were divided into two groups of 20
animals each control group (CG), food and water ad libitum and tobacco group (GT)
exposed to inhalation of smoke from 40 cigarettes/day for 60 days. The animals were
euthanized and biopsies of the tongue; pharynx and larynx were performed for
histological studies, histomorphometric and immunohistochemical study of p53 and ki-
67. RESULTS: The light of the tongue microscopy analysis showed in GT group:
epithelial hyperplasia (GT-90%), hyperplasia of the basal cell layer (GT-95%) and
dysplasia of mild to moderate (GT-85%); in pharynx, highlighted the hyperplasia of the
basal cell layer (GT-85%), dysplasia (GT-25%) and vascular congestion (GT-95%);
predominated in the larynx cell hyperplasia of the basal layer (GT-70%), epithelial
hyperplasia (GT-55%), congestion (GT-100%) and inflammatory infiltration of
polymorphonuclear neutrophils (GT-25%).The morphometric study identified high
measures of the keratin layer in group Tobacco (GT) than in the control group (GC),
respectively: tongue (64,4 um e 54,2 um) ,pharynx (20,6 um e 16 um) and larynx (21,8
um e 16 pum). In immunohistochemical analysis of the fragments of the tongue,

pharynx and larynx, the protein immunostaining was negative in both groups. The
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positive immunostaining of ki-67 protein was detected in both groups, but in the control
group was restricted to cell nuclei in the basal layers and tobacco group also extended to
parabasal cells in some slides. CONCLUSIONS: The exposure of animals to cigarette
smoke for 60 days resulted in benign lesions, identified by light microscopy as
epithelial hyperplasia, increased keratin layer and mild dysplasia, these changes more
evident in the fragments of the tongue and pharynx. The exposure time was not enough
to develop severe dysplasia or cancer sites examined, justifying the negative
immunostaining of p53 protein in all slides examined. The most marked
immunostaining of the protein ki-67 reflects the epithelial response to injury with cell

proliferation.

Keywords: Airways, Experimental study, Histology, Rats, Tobacco, p53, ki-67.
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1. Aspectos epidemioldgicos do cancer de boca, faringe e laringe

Dados epidemiologicos fornecidos pela Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC) do World Cancer Report (2008) revelaram que em 2008 ocorreram 12,4
milhGes de casos novos e 7,6 milhdes de obitos por cancer no mundo. Destes, 0s sitios
mais incidentes foram pulméo (1,52 milhdes), mama (1,29 milhGes) e célon e reto (1,15
milhdes). Devido ao mau progndstico, o cancer de pulmao foi a principal causa de
morte (1,31 milhdes), seguido do cancer de estdbmago (780 mil 6bitos) e de figado (699
mil 6bitos). Na América do Sul, Central e Caribe, no mesmo periodo, ocorreram cerca
de um milhdo de casos novos de cancer e 589 mil 6bitos. Em homens, o tipo de
neoplasia mais comum foi o cancer de prdstata, seguido do pulmé&o, estdbmago e célon e
reto; nas mulheres, o mais frequente foi o cancer de mama, seguido do colo do Utero,

cblon e reto, estbmago e pulmdo (BOYLE et al., 2008).

No Brasil, as semelhancas das estimativas mundiais, o Instituto Nacional de
Céancer-INCA-, sinaliza a ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer, nos anos de
2012 e 2013. Os tipos mais incidentes, a excecdo do cancer de pele, serdo os canceres
de prdstata e de pulmédo no sexo masculino e os de mama e do colo do Utero no sexo
feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada para a América

Latina. (HASHIBE et al., 2009; INCA, 2009).

O cancer de cabeca e pescogo corresponde a 5% de todas as neoplasias malignas
do organismo. E classificado, de acordo com a localizacdo, em cavidade oral, faringe e
laringe. A cavidade oral inclui os labios, gengivas, 0s dois tercos anteriores da lingua,
assoalho bucal, trigono retromolar e palato duro (CAMPOS et al., 2003).0 céancer de
boca esta entre os dez canceres mais freqlientes da regido de cabeca e pescoco. O

Instituto Nacional de Céncer (INCA) apresentou uma estimativa de casos novos de
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cancer de cavidade oral, para 2012 de 14.170, sendo 9.990 em homens e 4180 em
mulheres. O nimero de mortes, de acordo com dados de 2008 foi de 6.214 (4.898

homens /1.316 mulheres).

A incidéncia do cancer de boca e faringe no Brasil encontra-se entre as mais
elevadas do mundo, sendo que a regido Sudeste apresenta taxa de incidéncia, ajustada
por idade pela populagdo mundial, de 25,3/100.000 em homens e 4,9/100.000 em
mulheres (WUNSCH-FILHO, 2002). O comprometimento dos grupos etarios mais
jovens e de mulheres vem crescendo em decorréncia da industrializacdo e

universalizacdo dos fatores de risco (LEITE et al.,1998).

Sdo fatores de risco relevantes para as neoplasias de cabeca e pescoco o
tabagismo, o consumo de alcool, o estado precario dos dentes, o uso de préteses mal
ajustadas, a exposicdo solar e algumas infecgdes virais, especialmente o papiloma virus.
(DOBROSSY, 2005; KUMAR et al., 2007). A associacdo do tabagismo e do etilismo
apresenta efeito sinérgico no processo de carcinogénese, principalmente para o cancer
de boca e faringe. (BLOT et al.,1988; FARDIN et al., 2004;HASHIBE et al., 2009;
LUBIN et al., 2011). Rothman e Keller (1972) apresentaram um risco relativo de cancer
oral aumentado de acordo com o nivel de consumo de alcool e cigarro. Para uma taxa de
40 cigarros ou mais por dia, o risco relativo foi de 8,21 para os que também bebiam 0,4-
1,5 ongas/dia. Dentre as exposi¢cOes ocupacionais, Andreotti (2006) ressaltou outros
fatores de risco associados ao cancer bucal e orofaringe como: derivados da combustéo

do petrdleo, solventes e particulas de materiais isolantes.

Em um estudo transversal pioneiro, Doll e Hill (1964) demonstraram a relacéo
entre tabagismo e céncer de vias aéreas superiores e trato gastrodigestorio. A

mortalidade de homens fumantes, com carga tabagica de 25 ou mais cigarros/dia foi
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74% maior que os fumantes com taxa de 15 cigarros/dia, elevando-se para 171% na

comparagdo com a populacdo de ndo tabagistas.

Alguns tipos de céanceres relacionam-se ao baixo nivel socio-econdmico,
destacando-se dentre eles o de boca (WUNSCH-FILHO, 2002; GUERRA et al.,2005).
No intuito de comparar o nivel de escolaridade ao tamanho do tumor Noce et al. (2008),
constataram que individuos mais instruidos apresentam tumores orais menores,
especificamente o carcinoma espinocelular de boca, devido a procura mais precoce pelo
tratamento médico e a melhor percep¢do de lesbes orais. Quanto aos habitos
alimentares, alguns autores destacaram os efeitos benéficos do alto consumo de frutas e
vegetais, especialmente os ricos em B-carotenos, na protecdo dos canceres de cabeca e

pescoco. (WRIGHT et al., 2007).

Na cavidade oral, a lingua € o sitio mais comum das neoplasias, acometendo
entre 25 a 30% dos carcinomas deste sitio; 0 assoalho bucal e o trigono retromolar séo
também sitios prevalentes (DEDIVITIS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006. Brener et
al (2007), em levantamento epidemioldgico de 75 manuscritos relacionados ao
carcinoma de cavidade oral, observam que a lingua era acometida em 32,7% dos casos e
o0 de assoalho bucal em 23,3%. Para Perussi (2002) os sitios intra-orais mais prevalentes
do carcinoma de boca sdo: lingua (41.5%), assoalho bucal (30%), gengiva (12,7%),
palato (11,8%) e regido julgal (3,7%). Na regido da orofaringe as tonsilas sdo
acometidas em 76% dos casos (DEDIVITIS et al., 2004). Em estudo que envolveu
36.268 pacientes hospitalizados, St Guily et al. (2007) registraram, entre os locais mais
acometidos pelas neoplasias malignas de cabeca e pescoco, a orofaringe (n-12.232;

28%) e da cavidade oral (n-10.786; 25%).




Introdugdo e Literatura 29

Com relagdo ao carcinoma da faringe, os fatores etiol6gicos coincidem com os
envolvidos no desenvolvimento do carcinoma de cavidade oral. (LAMBERT et al.,
2011; LUBIN et al., 2011) O tabaco vem sendo descrito como o principal fator de risco
para este sitio.A associacdo entre o tabagismo e o consumo alcodlico demonstra efeito
sinérgico (HASHIBE et al., 2009), fato confirmado também por Lubin et al.(2011),

especialmente no sexo feminino.

Alguns autores destacam a alta prevaléncia de infeccdo pelo HPV nos pacientes
com carcinoma de faringe, podendo ser responsavel por 26% dos canceres de cabeca e
pescoco, havendo predilecdo pelas tonsilas e base de lingua. O DNA do HPV foi
detectado em 30% dos carcinomas de cabeca e pescoco, sendo o subtipo 16 identificado

em 86,7% das amostras positivas. (ST GUILY et al., 2007; DENG et al., 2011).

Na exposicdo ocupacional, o cancer de hipofaringe relaciona-se a exposi¢do ao

formaldeido e a poeira de carvdo (LAFOREST et al.,2000).

O cancer da laringe corresponde a 25% dos tumores da regido de cabeca e
pescoco e a 1 e 2% de todos os tumores malignos do organismo (COSTA, 2006;
INCA,2012). E a segunda neoplasia maligna mais comum do trato respiratorio, depois
do céncer de pulmédo. Dados internacionais de cancer de laringe apontam registros
populacionais brasileiros na cidade de Campinas (SP) e em Goiania (GO) em torno de
7,4 casos/100 mil e 6,4 casos/100 mil por ano, respectivamente (coeficiente ajustado por
idade pela populacdo mundial) (PARKIN et al., 2002). Em 2008 houve 3.594 o6bitos no
Brasil por cancer de laringe (3.142 homens /452 mulheres). As estimativas do INCA

apontam 6.110 novos casos de cancer de laringe para 2012 (INCA, 2010).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de laringe ndo

diferem dos sitios anteriores (boca e faringe), destacando-se o tabaco, o consumo de
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bebidas alcodlicas e a associacdo de ambos. Alvarenga (2008), em estudo retrospectivo
que envolveu 427 pacientes portadores de neoplasias malignas de cabeca e pescoco
constatou predominio dos individuos de cor branca (90%), idade média de 61 anos,
género masculino (86%), habito de fumar (83,37%), habito de ingerir bebidas alcodlicas
(65,80%), e associacao dos vicios em 55,27% dos casos. A cavidade oral foi o principal
sitio anatdbmico (35,37%), seguido da laringe (31,15%) e da orofaringe (16,15%).
Menezes, et al (2002) avaliaram os riscos de cancer de pulmé&o, laringe e esdfago
atribuiveis ao fumo, e para essa finalidade analisaram os resultados de trés estudos de
caso-controle de pacientes hospitalizados, internados por outros motivos, considerados
controles. Com relacdo ao tabagismo os pacientes foram classificados em nao-fumantes,
ex-fumantes ou fumantes atuais. Foram incluidos 122 portadores de cancer de pulméo
(244 controles), 50 de cancer de laringe, 48 de cancer de es6fago e 96 pacientes
portadores de outras doencas nao neoplasicas. Para ex-fumantes e fumantes com cancer
de pulmdo, o risco populacional atribuivel (RPA) foi de 63% (IC 95%, 0,58-0,68) e
71% (1C95%, 0,65-0,77), respectivamente; para cancer de laringe foi de 74% (1C95%,
0,70-0,78) e 86% (1C95%, 0,81-0,85), respectivamente e para cancer de es6fago foi de
54% (1C95%, 0,46-0,62) para fumantes. Os autores constataram ainda a importante
reducdo nos indices de cancer de pulmao, laringe e es6fago com a cessacdo do habito de

fumar e confirmam, mais uma vez, a alta relacéo entre cancer e tabagismo.

Os componentes do cigarro nocivos ao organismo sdo inimeros destacando-se:
benzeno, amonia, acetona, tolueno, acetaldeido, acroleina, alcatrdo, nicotina, monoxido
de carbono, fenol, &cido formico, acido acético, chumbo, cadmio, zinco, niquel,
hidrocarbonetos policiclicos, aminas aromaticas e nitrosaminas.etc. (FANT, 1998).
Varios deles ja sdo comprovadamente carcinogénicos e usados em experimentos com

animais como o benzeno, aldeidos volatéis, nitrosamidas volateis e acido nitrosamido
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(IARC, 2004). Ressalta-se que essas substancias sdo nocivas também a aqueles que ndo
fumam (World Health Organization, 2009) os quais foram beneficiados pela lei
antifumo (Lei 13.541, 2009) que proibe o uso de cigarro e derivados de tabaco em

ambientes coletivos, tanto plblicos quanto privados (SAO PAULO, 2009).

Outros agentes carcinogénicos para as neoplasias de cabeca e pesco¢o séo
descritos na literatura como a exposicdo a radiacdo, ao asbesto, aos hidrocarbonetos
aromaticos e ao percloroetileno. ( CAMPOS et al., 2003; COSTA et al., 2006) Sartor et
al. (2007) ressaltam também os efeitos nocivos da inalacdo da silica cristalina livre, da
fuligem de carvdo mineral, de pdés de madeira e do dleo combustivel como

estatisticamente relacionados ao cancer de laringe dentre outros.

Aos fatores acima relacionados, aliam-se a predisposicdo genética individual.
Alguns trabalhos apontam aumento do nimero de casos de cancer de cabeca e pescoco
em individuos jovens, sem a exposicdo ao tabagismo e etilismo, o que reforca a
participacdo genética no desenvolvimento da neoplasia (VENTURI et al., 2004;

LOTHAIRE et al., 2006, COLOMBO et al., 2009).

2. Aspectos histolégicos do carcinoma espinocelular da boca, da faringe da

laringe.

O carcinoma de células escamosas corresponde a 90 a 95% de todos os
carcinomas da cavidade bucal e é denominado de carcinoma epidermdide ou
espinocelular. Macroscopicamente a lesdo tem aspecto vegetante ou ulcerado, com
bordas elevadas e fundo granuloso. O diagnostico precoce é dificultado pelo fato da
lesdo ser pouco dolorosa, transmitindo ao portador, a falsa idéia de benignidade

INCA,2002). No entanto, o exame detalhado realizado por médicos e odont6logos,
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associado as medidas preventivas de higiene oral e aboli¢cdo dos vicios sdo iniciativas
capazes de agilizar o diagndstico, identificar lesGes pré-malignas e prevenir 0
desenvolvimento do cancer.

O carcinoma das mucosas aéreas e digestivas pode ser precedido pelas lesdes
pré-neoplasicas, especialmente a leucoplasia, em cuja andlise histologica pode-se
identificar epitélio com hiperceratose, acantose, hipertrofia das células distais ou basais
e infiltrado inflamatorio cronico. (NEVILLE et al., 1995; CAMPOS et al., 2003). O
grau de malignizagéo das leucoplasias gira em torno de 5% a 25% e inicia-se a partir
das areas displasicas. A eritroplasia é também considerada lesdo pré-neoplasica da
cavidade oral e manifesta-se como uma placa avermelhada bem delimitada e
assintomatica. Histologicamente, o epitélio mostra-se atrofico devido a perda da camada
de queratina, permitindo identificacdo da microvasculatura, o que justifica a coloragédo
avermelhada, tipica da lesdo. Displasia grave e carcinoma in situ sdo encontrados em

90% dessas lesdes (NEVILLE et al., 1995; WARNAKULASURIYA et al., 2007).

Em revisdo dos diagnosticos de lesGes orais em 205 pacientes, Silveira et al.
(2009) constataram predominio da leucoplasia (70,7%), seguida da queilite actinica
(16,1%), da eritroplasia (9,8%) e da eritroleucoplasia (3,4%). O grau de malignizacéo

foi descrito em 30% das leucoplasias e em 45% das eritroplasias.

Na regido da faringe, o carcinoma espinocelular incide em 80% a 90% dos
tumores malignos, sendo o restante, de origem hematopoiética (linfoma) ou derivados
das glandulas salivares (COSTA et al., 2006). Na orofaringe as tonsilas palatinas séo os
sitios mais prevalentes do carcinoma, apresentando-se como lesdo ulcerada e pouco
dolorosa nos estagios iniciais, porém responsavel por importante odinofagia e otalgia
nas fases mais avancadas. Assimetria das tonsilas e adenopatia cervical sdo sinais de

alerta de malignidade. Em revisdo de 50 anos de carcinoma oral, Gonzélez et al.(2004),
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constataram carcinoma epidermoide em 31,6%, seguido de hiperplasia folicular e
parafolicular em 26,3%, linfomas em 10,5% e papilomas em 10,5%. O envolvimento da
base da lingua, muitas vezes dificulta o diagndstico precoce pelas dificuldades no auto-
exame, motivo pelo qual os pacientes chegam a consulta em estagios mais avangados

(CAMPOS et al., 2003).

O céncer da laringe corresponde a sexta neoplasia mais comum no mundo,
sendo tipo epidermoide responsavel por mais de 90% dos carcinomas da cabeca e
pescoco (KUMAR, 2005). Surge do epitélio de superficie e é caracterizado por ilhas de
células epiteliais malignas (NEVILLE, 2002). Toda a extensdo da laringe pode ser
comprometida pelas células neopléasicas, havendo predilecéo pela regido glética. Com o
comprometimento das pregas vocais surgem sintomas inicias de rouquiddo que ndo
melhoram em semanas, como, naturalmente ocorreria no curso das laringites
inflamatdrias ou infecciosas. Sintomas adicionais respiratorios ou digestivos sdo tardios,
0 que faz com que o paciente demore em procurar 0 servi¢co de saude, protelando o

diagnostico e o tratamento.

Pesquisas experimentais em oncogénese animal vém sendo realizadas na
tentativa de reproduzir o carcinoma da laringe. Duarte et al., (2006) estudaram o0s
efeitos nocivos do tabagismo sobre as pregas vocais de ratos, mantendo os animais
expostos a fumaca de cigarro, em corpo inteiro,durante diferentes periodos (25, 50 e 75
dias). Ao final do estudo, os autores realizaram analise histologica das mucosas
laringeas e identificaram metaplasia escamosa em pregas vocais, mesmo nos animais

mantidos por menor tempo de exposicao.
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As displasias sdo lesdes frequentemente diagnosticadas em mucosas de
pacientes tabagistas. Banoczy e Csiba (1976) chamam a atencdo para 0s seguintes
parametros histologicos na identificacdo das displasias: estratificacdo epitelial irregular,
hiperplasia das células da camada basal, aumento do niumero de figuras mitoticas, perda
da polaridade das células basais, aumento da razdo nucleo-citoplasma, polimorfismo
nuclear, hipercromatismo nuclear, aumento do tamanho dos nucléolos, ceratiniza¢éo de
celulas isoladas ou em grupos na camada celular espinhosa e reducdo da aderéncia das
juncdes intercelular. A displasia é considerada uma leséo epitelial pré-cancerosa e €
classificada como leves, quando as atipias sdo identificadas no terco basal da espessura
do epitélio; moderadas quando se estendem aos dois tercos basais; graves, quando
envolvem toda a espessura do epitélio, sendo muitas vezes dificil de serem
diferenciadas do carcinoma intra-epitelial ou in situ (COTRAN, 1994). As células
atipicas representam o resultado final do crescimento descontrolado das células
epiteliais, cursando com modificacbes genéticas, capazes de alterar o controle da

atividade proliferativa e reguladora destas células.

No cancer da laringe, as displasias aumentam em grau até o desenvolvimento do
carcinoma microinvasor ou “in situ”, onde ha o comprometimento da membrana basal,
porém sem atingir o tecido conjuntivo subjacente ou o masculo vocal, ao contrario do
carcinoma invasivo (COSTA, 2006). Deve-se ressaltar que nem todas as lesOes
displésicas se transformardo em carcinoma; inversamente, nem todas as lesdes com
auséncia de displasia epitelial estdo livres de malignizacdo (VAN DER WAAL et al.,

1997).
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3. Aspectos imunohistoquimicos da proteina p53 e Ki-67 no cancer de boca,

faringe e laringe

Estudos imunohistoquimicos vém ocupando lugar de destaque nas pesquisas que
envolvem os tumores, porém a importancia das técnicas histologicas convencionais
deve ser reconhecida por fornecer dados preciosos para o diagnostico e nortear 0s
estudos imunohistoquimicos. Estes tém sido utilizados como marcadores tumorais e
como indicadores prognosticos, sendo que alguns deles permitem a identificacdo de

proteinas reguladoras do ciclo celular, como a p53 e Ki-67.

O gene TP53 (gene supressor tumoral) vem sendo exaustivamente estudado por
corresponder a0 mais comumente gene mutavel nos carcinomas espinocelulares.
Encontra-se localizado no brago curto do cromossomo 17 (INOUE et al., 2005) e é
considerado guardido do genoma por preservar a sequéncia celular de nucleotideos ao
longo da cadeia de DNA, e ser capaz de detectar possiveis mutacdes. O gene p53
participa intensamente dos mecanismos de reparacdo celular e da aceleracdo do
processo de apoptose, nos casos de mutagédo, prevenindo assim proliferacdo das células
mutantes para outras geracoes (FETT-CONTE et al., 2002; HUSSAIN et al., 2006). A
proteina p53, considerada selvagem, tem meia vida de minutos, sendo praticamente
indetectavel. Porém mecanismos ativadores do TP53 como estresse celular, lesdes do
DNA, hipoxia, replicagdo e ativacdo viral, resultam em mutacdo do gene e,
consequentemente, aumento de sua meia vida o que facilita sua deteccdo (KLUMB et
al., 2002).Desta forma, as alteragdes no gene TP53 podem ser evidenciadas tanto pelo
estudo do seqlienciamento do gene por técnicas especificas (PCR- Reacdo da Cadeia de
Polimerase, ELISA, polimorfismo) como pela deteccdo da proteina através da
imunoexpressdo da proteina p53, inferindo em mutagdo do gene TP53.Deve-se ressaltar,

entretanto que em algumas situacOes, a proteina p53 pode estar ausente mesmo na




Introdugdo e Literatura 36

presenca de mutacdo do TP53, devido ao processo acelerado de sua degradacdo, evento
este que pode ser causado pela super expressao do gene Mdm-2 ( KLUMB et al., 2002;
CASTANEDA et al., 2007) a qual regula a atividade da p53, bloqueando sua atividade
transcricional. A Mdm2 liga-se & p53 e move-a para o0 citosol para degradacdo e

inibicdo da atividade. (OPTIZ et al.,2001; GASCO;CROK, 2003; LOPES et al.,2008).

A sequéncia de eventos observados apos o dano celular e a agdo da proteina p 53

nesse processo esta ilustrada na figura 1.

Figura 1. Esquema representativo das diversas acBes da p53 sobre a célula danificada. (Fonte: Robbins &
Cotran, 82 edicdo, 2010)
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A importéncia do TP53 no mecanismo de supressdo tumoral pode ser refletida
pela taxa elevada de mutacdo desse gene em carcinomas humanos, presente em
aproximadamente 50% dos tumores de cabeca e pescoco (BRENNAN et al., 1995).
Segundo Boyle et al.(1993), as taxas de mutacdo do gene P53 variam entre 19% em
lesGes ndo-invasivas (carcinoma in situ e displasias) a 43% em carcinomas invasivos.
Goulart Filho et al., (2006) investigaram a presenca de mutacdo do gene TP53 em 12
fragmentos de mucosa oral normal, 38 fragmentos de lesdes leucopléasicas (16 das quais
contendo displasia) e 87 fragmentos de lesbes orais de carcinomas de células
escamosas. A mutacdo desse gene foi observada em duas das 16 leucoplasias com
displasia epitelial e em 55 dos 87 carcinomas, ndo sendo observada no epitélio normal
ou nas leucoplasias sem displasias. Esses resultados demonstram a especificidade deste
imunomarcador na identificacdo dos carcinomas espinocelulares e de lesbes pre-

neoplésicas.

Cabanillas et al., (2007) estudaram a expressdo da p53 em carcinoma
espinocelular de cabeca e pescogo (CEC) e constataram correlacdo significativa entre a
expressao da p53 na metastase linfonodal e a reducéo da sobrevida desses pacientes. No
follow up de cinco anos a sobre vida dos pacientes com expressdo negativa para a p53
nos linfonodos cervicais foi de 70% contra 30% nos pacientes com expressdo positiva,
confirmando a importancia desse marcador, ndo apenas no diagnostico do carcinoma,
mas também no seu prognostico. Corroborando com esses estudos, Luo et al., (2005)
ressaltaram a positividade desse imunomarcador ndo apenas na célula tumoral, mas

também nas células adjacentes ao tumor.

O anticorpo Ki-67 tem sido tema de diversos estudos oncol0gicos por ser capaz
de identificar células em proliferagdo. Foi primeiramente descrito como anticorpo

monoclonal, presente em todas as fases do ciclo celular (G1, S e G), exceto na fase com
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auséncia na replicacdo, uma vez que reage com uma estrutura nuclear presente

exclusivamente na proliferacéo celular. (SCHOLZEN et al., 2000).

O Ki-67 possui meia-vida em torno de uma hora (DARZYNKIEWICZ et al.,
1992) sendo identificado por uma proteina chamada MIB. Esse marcador é largamente
utilizado na determinacdo da funcdo de crescimento de célula neoplasica humana

(BROWN et al., 1990) e um poderoso indicador prognostico (SCHOLZEN et al., 2000).

Piatelli et al.,(2002), com a finalidade de verificar a expressdo das proteinas p53,
Bcl-2 e Ki-67 e o indice de apoptose de células de tumores orais, avaliaram 70
fragmentos de bidpsias de boca, sendo10 de mucosa normal, 12 de lesdes leucoplésicas
e 36 de carcinoma. Na mucosa normal, a maior expressao das proteinas estudadas foi
identificada apenas no nucleo das células da camada basal do epitélio; contudo nas
leucoplasias e nas displasias, os anticorpos p53 e Ki 67 foram observados nas camadas
basais e parabasal. A imunomarcacdo da Bcl-2 foi constatada somente na camada basal
e ocasionalmente na parabasal nos fragmentos de displasias. Nos carcinomas, a maior
expressdao de todas as proteinas foi registrada em toda a extensdo do epitélio,
envolvendo, portanto as células da camada basal, parabasal e apical. Os autores
observaram também que os indices mais elevados de apoptose e de proliferacdo celular

mantivinham relacéo direta com a superexpressado da p53.

Gorban et al., (2007) avaliaram as biopsias de 64 pacientes portadores de
carcinoma invasivo da laringe, realizando analises imunohistoquimicas com o Ki-67 e
P53, com a finalidade de analisar associacGes entre 0s niveis desses anticorpos e
tamanho, grau de diferenciacéo e recorréncia tumoral. Os autores observaram correlacao
direta entre Ki-67, tamanho e grau de diferenciacdo do tumor. Por outro lado a

recorréncia tumoral associou-se apenas com a imunoexpressdo do p53. Desta forma,
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ambos os marcadores foram considerados importantes na avaliacdo do prognoéstico de
sobrevida do paciente portador de neoplasia. Corroborando com esses achados, Motta et
at.,(2009), estudaram esses mesmos imunomarcadores na avaliacdo do estadiamento de
28 casos de carcinoma epidermdide de cavidade oral e lingua e constatou positividade
nos tumores mais volumosos, demonstrando o valor dessa metodologia no progndstico
dos tumores. O valor do Ki-67 no prognoéstico do cancer de laringe e hipofaringe foi
também salientado por Liu et al, (2003) em estudo que incluiu 59 pacientes com
neoplasias nesses sitios sendo a positividade mais expressiva em pacientes com

metastase linfonodais.

A associacdo entre esses dois marcadores p53 e 0 Ki-67 foi descrita como um
fator preditivo de melhor controle locoregional do tumor de orofaringe. Grabenbauer et
al.,(2000) salientaram a relacdo entre a baixa proliferacdo celular demonstrada pela
expressao do Ki-67, menor ou igual a 20%, e a forte positividade da expressao nuclear

do p53, considerada excelente marcador de controle locoregional de tumor.

Diversos modelos de carcinogénese experimental tém sido descritos na
literatura. A utilizacdo do agente alquilante 4- nitroquinolina 1-oxido (4NQQO) é um
deles e tem sido eficaz na reproducédo de cancer em cavidade oral e trato aerodigestivo
de animais (DAYAN et al., 1997; MINICUCCI, 2008). Outras metodologias utilizam a
inalacdo de fumaca de cigarro nos estudos de carcinogénese e para esta finalidade os
animais sdo expostos ao agente agressor por diferentes periodos e vias. Na exposi¢do do
tipo corpo inteiro os animais sd@o confinados em camaras e forcados a inalar a fumaca
que € introduzida por periodos programados. Essa metodologia € amplamente utilizada
por diversos autores os quais tém conseguido reproduzir lesdes em vias aéreas
secundarias a inalacdo de fumaca de cigarro. Lam (1980), utilizando esse modelo

experimental de carcinogénese, demonstrou, em ratos, perda do epitélio de transicdo da
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laringe, areas de necrose focais e processo inflamatorio mesmo apds apenas uma hora
de exposicdo a inalacdo do tabaco. Walker et al. (1978) expuseram ratos a inalagdo de
fumaca de cigarro por 47 dias, duas vezes ao dia e verificaram espessamento epitelial na
laringe, aumento da camada de queratina e processo inflamatorio linfocitario. Em
exposicdo a inalacdo de fumaca de cigarro durante apenas 14 semanas, Bolton et al.,

(2009) evidenciaram metaplasia escamosa em vias aéreas de ratos.

Mais recentemente, preocupados em tornar o modelo experimental mais
semelhante ao habito de fumar, alguns autores tém desenhado cdmaras de exposicdo a
fumaca de cigarro nas quais apenas o focinho do animal entra em contato com o agente
agressor, garantindo assim, as analises também dos efeitos térmico da fumaca de cigarro
e a manutencdo constante da quantidade dos componentes do cigarro (JARDIM et al ,

2010).

O tempo de exposicdo aos agentes agressores também varia entre autores. Carter
e Misra (2010) salientam que a fisiopatologia 0s eventos da carcinogénese inicia-se com
0 processo inflamatdrio, o qual pode ser observado com poucos dias de experimentacao.
Na metodologia utilizada por esses autores 90 animais foram expostos por cinco dias a
fumaca de cigarro, trés horas por dia, cinco vezes na semana através de camaras com
exposicdo apenas nasal. Esse curto periodo de experimentacdo foi suficiente para
determinar alteracfes inflamatorias importantes no pulmdo como aumento do numero

de macrdéfagos alveolares e proteinas inflamatorias.

Pela revisdo de literatura apresentada acima se percebe a preocupacdo dos
diversos autores em demonstrar os efeitos nocivos do tabaco sobre as vias aéreas e a
diversidade dos métodos utilizados para essa finalidade nos experimentos com modelos

animais. Em pesquisa anterior, realizada pelo nosso grupo, foram demonstrados os
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efeitos nocivos da exposigéo cronica ao tabagismo e ao etilismo sobre a mucosa oral e
faringeana de ratos, sendo diagnosticadas lesbes displésicas de diversos graus e até
mesmo carcinoma in situ nos sitios estudados. O tempo de experimentagdo desse estudo
foi de 260 dias e a inalagdo de fumaca de cigarro ocorreu apenas uma vez ao dia,
utilizando-se carga tabagica de 10 cigarros/dia. Embora nessa pesquisa tenham sido
registradas lesdes importantes nas vias aereas, nota-se que o tipo de exposi¢do a fumaca
de cigarro diferiu, em parte, daquela que corre no dia a dia do individuo fumante, sendo
mais vezes durante o dia. Sendo assim, no presente estudo procurou-se reproduzir de
forma mais fidedigna a situacéo vivenciada pelo individuo fumante passivo, ampliando-
se 0s momentos de exposicdo a fumaca de cigarro. O tempo do experimento foi também

encurtado para analise dos eventos iniciais da carcinogénese nas fases de promocao.




2. Objetivos
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Estudar, em ratos, os efeitos da exposi¢do aguda a fumaca de cigarro sobre as
mucosas da lingua, faringe e laringe, por meio de analises histologicas e

imunohistoquimicas da expressao das proteinas p 53 e Ki-67.




3. Material e Métodos
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3.1 Animais utilizados

O projeto de pesquisa foi inicialmente aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP sob protocolo
de nimero 698/2008-B. Em seguida teve inicio com a sele¢cdo de 40 ratos machos
adultos da linhagem Wistar, com peso aproximado de 200-250 gramas, provenientes do

Biotério da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP.

3.2 Ambiente de experimentacdo

A pesquisa foi realizada no Biotério do Laboratorio de Técnica Cirurgica e
Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu onde os animais foram
mantidos durante todo o periodo do experimento, em sala fechada, a temperatura de 23
+ 2°C, controlada por ar condicionado, umidade de 60+ 5% e periodo claro-escuro de
12 horas. Os animais foram alojados em gaiolas de poliuretano, com, no maximo, cinco
em cada gaiola, recebendo racdo comercial padrdo (Purina®, Brasil) e agua “ad
libitum™ durante um periodo de aclimatacédo de sete dias antes do inicio do experimento
(figura 2). As condicdes de higiene das gaiolas foram garantidas por meio de limpeza

diaria das mesmas e remocao das excretas.
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Figura 2. Metodologia de oferta de liquidos e de ragdo aos animais do experimento.

3.3 Grupos Experimentais

Apbs o periodo de aclimatacdo no Biotério de Técnica Cirurgica e Cirurgia
Experimental os animais foram distribuidos, por sorteio, segundo a tabela dos nimeros

casuais, em grupos como se segue.

Grupo | - Controle: 20 ratos que receberam racao e agua “ad libitum” por um

periodo de 60 dias.

Grupo Il - Tabaco: 20 ratos expostos a inalacdo de fumaca de 40 cigarros/ dia,

durante sete dias por semana, racdo e agua “ad libitum”, por um periodo de 60 dias.

Para melhor diferenciacdo dos grupos, esses foram denominados em GC grupo

controle e GT grupo tabaco.
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3.4 Sequéncias das etapas experimentais

3.4.1 Exposicdo a fumaca do cigarro

Os animais do grupo tabaco foram submetidos, por um periodo de 60 dias, a
exposicdo diaria a fumaga do cigarro em incubadora modificada, através do método
padronizado por outros autores (SIMANI et al.,1974; WANG et al.,1999) e adaptado ao
laboratério experimental desta instituicdo por Paiva et al.(2003), conforme descricéo a
seguir. Os ratos foram colocados em cémara transparente, com um volume de
aproximadamente 95 x 80 x 65 cm, conectada ao “aparelho de fumar” (figuras 3a, 3b e
4). Puffs de fumaca foram aspirados dos cigarros por véacuo, utilizando-se o “aparelho
de fumar”, e depois direcionados para a camara, durante um periodo de 30 minutos,
durante quatro vezes ao dia, completando uma exposicdo de 40 cigarros ao dia (figura
4). O cigarro utilizado foi de marca comercial com a seguinte composi¢do: 1 mg de

nicotina, 1 mg de alcatrdo e 10 mg de monéxido de carbono. O método de exposi¢do

dos animais foi de corpo inteiro.

Figura 3. Aparelho de fumar: em a, detalhes do local de adaptacdo dos cigarros; em b, detalhes da

conexdo do aparelho de fumar a cdmara onde estdo os animais expostos a fumaga.
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Figura 4. Detalhes da metodologia da experimentacdo para exposi¢ao dos animais a inalagdo da fumaga
de cigarro. Do lado esquerdo da figura esta posicionada a maquina de fumar e do lado direito a camara

com 0s animais.

3.4.2 Procedimento da eutanasia e realizacao das bidpsias

Apbs os 60 dias de experimentacdo, os animais foram mantidos em jejum por 12
horas e anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilidino
(Img/kg) por via intramuscular. Ap6s anestesia foi realizada tricotomia cérvico-toracica
e abdominal e anti-sepsia com alcool 70%. Posteriormente foi realizada cérvico-
esternotomia mediana, estendida superiormente até a regidao mandibular. Com auxilio de
tesoura de Mayo, o arco mandibular 6sseo foi exposto e fraturado bilateralmente na
regido parasinfisaria, para facilitacdo da remocdo do segmento aereodigestivo que
abrangeu lingua, faringe, laringe e primeiros anéis traqueais (figura 5), realizada
delicadamente por meio de pincas de preensdo e tesouras oftalmolégicas delicadas,
evitando-se manipulagdo das superficies a serem estudadas. O segmento removido da

via aérea foi examinado macroscopicamente de forma cautelosa para identificacdo de
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possiveis areas de lesdes a serem biopsiadas. Na auséncia destas, foram padronizadas
bidpsias em trés sitios: por¢do posterior da lingua (1x1 cm; L), imediatamente a frente
do“V” lingual, face lateral da hipofaringe (0,5x0,5 cm; F) e na laringe (La), ao nivel das

pregas vocais (figuras 5 e 6).

Figura 5. Técnica de dissec¢do mediana e resseccdo da mandibula dos animais para remocao em bloco do

segmento da lingua, faringe, laringe e traqueia cervical.
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La

Figura 6. Peca identificada com os pontos das bidpsias (a). Segmento em bloco da laringe em detalhe (b).

3.4.3 Preparo das laminas histoldgicas e exame de microscopia de luz.

As pecas removidas de cada sitio foram imediatamente mergulhadas em formol
tamponado a 10%, por 48 horas para fixacdo. Apds esse periodo foram lavadas em agua
corrente por 15 minutos, submersas em alcool 70% e enviadas ao Departamento de

Patologia Veterinaria (FMV- Botucatu — Unesp) para serem processadas.

Para o preparo das laminas histolégicas, os fragmentos de bidpsia foram
removidos da solucdo de alcool 70%, incluidos em parafina e cortados por métodos
convencionais. Apo6s a montagem, as laminas foram coradas pela Hematoxilina &
Eosina e examinadas pelo pesquisador e por patologista experiente, por meio de
microscopio de luz (marca Zeis — Carl Zeiss do Brasil Ltda), com objetivas de 20 e 40,

sem conhecimento prévio dos grupos aos quais pertenciam.
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Figura 7. Microscopio de Luz utilizado para as analises histologicas (Carl Zeiss do Brasil Ltda).

Os parametros histologicos analisados foram: hiperplasia de células epiteliais
basais, hiperceratose, displasias, congestdo de vasos e infiltrado inflamatorio de
polimorfonucleares neutrofilos na lamina propria. Os parametros estudados, exceto as
displasias, foram quantificados pelo seguinte escore semiquantitativo: 0 — sem
alteracdo, 1 — alteracdo discreta, 2 — alteracdo moderada e 3 — alteracdo intensa. As
displasias foram classificadas como leve (presenca de células atipicas apenas no terco
inferior do epitélio), moderada (estendendo-se aos dois tercos subsequentes do epitélio)

e grave (estendendo-se em toda a altura do epitélio).

3.4.4 Andlise histomorfométrica

A anélise histomorfométrica foi utilizada para quantificar a altura da camada de
queratina. Para essa finalidade, as laminas previamente coradas em H&E foram
posicionadas no microscopio modelo Axiophot 2 (marca ZEISS, Alemanha,figura 8 a),
acoplado a uma camera digital (modelo AXIO Cam HRc, Alemanha, figura 8 b) e a um

microcomputador. As imagens foram digitalizadas utilizando-se o software Axion
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Vision versdo 4,8. Para cada regido analisada de um mesmo animal (lingua, faringe,
laringe), trés campos ndo coincidentes foram fotografados, utilizando-se sempre o
mesmo aumento de 40X. Todas as imagens foram obtidas com objetiva de 20. Depois
de capturadas, essas foram arquivadas em um banco de imagens e analisadas,
posteriormente, no programa Imagem J versao 4,5 (1,43u/Java 16.0). Para cada imagem
digitalizada, foram realizadas 10 medidas do parametro estudado (altura da camada de
queratina). Desta forma, o nimero total de imagens para cada animal totalizou 90

medidas (30 em lingua, 30 em faringe e 30 em laringe).

© ®)

Figura 8. Microscopio utilizado para a digitalizacdo das imagens (a). Em b, detalhe da camera fotogréfica.

3.4.5 Estudo imunohistoquimico

Para o estudo imunohistoquimico os blocos incluidos em parafina foram
submetidos a novos cortes com espessura de trés micras, estendidos em laminas de
vidro silanizadas (Amitel, Brasil), incubados em estufa a 37° C por 2 horas, para
completa adesdo a superficie da lamina. Apos esse procedimento, foram transferidos
para dispositivos especiais (cassetes), desparafinados por meio de trés banhos de xilol e

incubados por 5 min. cada banho, em temperatura ambiente. Posteriormente foram
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incubados em quatro banhos de etanol absoluto para hidratacdo. O excesso de liquido
foi eliminado por lavagem em &gua corrente por trés min e submetidos as reacdes

imunohistoquimicas, utilizando-se o0s anticorpos primarios anti Ki-67 e p53.

A reacdo de imunohistoquimica foi realizada com auxilio de um sistema baseado
em polimero (NovoLink, Novocastra, Newcastle, Inglaterra), com anticorpos anti Ki-67,
p53 sob diluicdo de 1:50 com diluente proprio (IHC Diluent Solution, Novocastra,
Newcastle, Inglaterra) em tampédo especifico para o anticorpo primario. Apds a
desparafinizacdo, foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena por meio da
incubacdo das laminas com solucdo de peroxido de hidrogénio 3%, diluida em agua
destilada por 10 minutos, em temperatura ambiente, protegida da luz. Em seguida, foi
realizada a reativacdo antigénica pelo calor, utilizando-se camera microprocessada de
pressdo (Pascal; Dako, Carpinteria;EUA) e tampdo Citrato pH 6.0/0,01mM por 15 min.
Este procedimento foi realizado com a finalidade de recuperar sitios antigénicos
mascarados pela fixacdo em formol e pela inclusdo em parafina. As amostras foram
resfriadas por 10 min., em temperatura ambiente. O excesso de liquido foi retirado e os
cortes receberam o0s anticorpos primarios diluidos previamente, os quais foram
incubados por 18 h, em cdmara umida a 8°C. Os anticorpos foram retirados utilizando-
se método de aspiracdo negativa e as laminas foram lavadas em dois banhos de tampéo
Tris-EDTA pH 7.4, em temperatura ambiente, por 5 min. cada banho. Por fim, os cortes
foram recobertos pelo bloqueio pds-primario por 30 minutos, seguido de aplicacdo do
polimero por mais 30 minutos, ambos em temperatura ambiente. Foram novamente
lavados em dois banhos de Tris-EDTA em ph 7.4, por 5 min. cada banho. A reacdo foi
revelada pelo cromogeno 3,3-diaminobenzidina, as laminas foram lavadas em éagua
corrente por 30 segundos e contra-coradas com Hematoxilina de Mayer. Os cortes

foram desidratados por quatro banhos de &lcool etilico PA, em concentragdes crescentes
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de 60%, 65%, 95% e absoluto (100%), e diafanizados por trés banhos de Xilol
(Chan,2000). As laminas foram montadas com meio especifico (Permount, Fisher

Scientific, EUA) e cobertas por laminulas (KNITTEL), sendo lidas em microscapio.

» Padrdes de leitura da imunoexpressao do p53 e Ki-67

A leitura da imunoexpressdo dos anticorpos p53 e Ki 67 foi realizada baseando-
se na pigmentacdo acastanhada dos nucleos das células. Para a quantificacdo dos
resultados, dois escores semiquantitativos foram utilizados: escore de avaliacdo da
extensdo do epitélio e escore da avaliacdo da extensdo do corte histologico. Na andlise
da extensdo do epitélio, foram considerados o0s seguintes parametros de
imunoexpressdo: auséncia de coloracdo (0), coloracdo apenas dos nucleos das células da
camada basal (+); coloracdo dos ndcleos das células das camadas basal e parabasal (++);
coloracdo dos nucleos das células de toda a extensdo do epitélio (+++). A camada basal
é definida como sendo a camada de células epiteliais intimamente relacionadas a
membrana basal; camada parabasal corresponde as duas camadas de células acima das

células basais; e a extensdo total do epitélio as células basais, parabasais e apicais.

Na andlise da extensdo do corte histoldgico a imunoexpressao foi considerada
negativa na auséncia de nucleos corados e positiva na presenca deles. A
imunoexpressdo positiva foi classificada como: + (quando menos de 10% da extensdo
do corte com células coradas), ++ (quando 11 a 49% da extensdo do corte das células
coradas) e +++ (quando a imunoexpressao se estendia a mais de 50% da extensdo do
corte). Esses escores foram adaptados para a pesquisa e seguido o critério descrito no

estudo de Ponticiello et al.(2000).
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As laminas foram examinadas em conjunto por dois patologistas experientes em
técnicas imunoistoquimicas, respeitando-se sempre a concordancia de ambos nos

registros das pontuacGes dos escores.

Para validacdo do controle positivo do anticorpo p53, trés ratos com as mesmas
caracteristicas dos demais animais utilizados no experimento, receberam inoculacéo
intra-peritoneal de Dietilnitrozamida na dose de 200mg/kg, substancia altamente
cancerigena utilizada como modelo de carcinogénese animal segundo estudo de
Lennartsson et al. (1999). Ap6s 24 horas os animais foram anestesiados, eutanasiados e
submetidos a necropsia. Fragmentos teciduais do figado foram coletados, fixados em
formalina a 10% tamponada, rotineiramente processada e incluida em parafina. Cortes
histoldgicos foram obtidos (3 um) e submetidos a reacdo imunohistoquimica utilizando
0 anticorpo primario anti p53, revelando marca¢do nuclear positiva nos hepatécitos
periportais. Subsequentemente foram utilizados como controles positivos para a reagéo
imunohistoquimica. Como controle positivo para Ki-67 foi utilizado carcinoma
mamario de ratas. O controle negativo para ambos os marcadores foi realizado

substituindo-se o anticorpo primario por tampéo salina fosfato.

3.4.6 Metodologia estatistica

Os dados obtidos foram registrados em planilha Excel e os resultados

apresentados em forma de tabelas e graficos.

Quanto a analise dos dados histoldgicos e imunohistoquimicos foi utilizado o
teste do qui-quadrado e quanto a analise dos dados histomorfométricos foi realizado o

teste t de Student. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

O programa computacional utilizado foi 0 SigmasStat verséo 3.5.




4. Resultados
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Durante o periodo do experimento nenhum animal apresentou intercorréncia ou
Obito. Ap0s a eutanasia, os fragmentos da lingua, faringe e laringe de cada animal foram
analisados macroscopicamente e ndo foram identificadas &reas sugestivas de

malignidade.

4.1. Estudo de microscopia de Luz

4.1.1 Superficie da lingua

Os escores das analises histopatolégicas dos fragmentos da lingua dos animais
de ambos o0s grupos estdo apresentados na tabela 1. Nos animais do grupo controle
foram identificadas apenas algumas alteracdes benignas como hiperplasia epitelial (n-
10%) e hiperplasia de células basais (n-5%). Em nenhum animal de GC foi registrada

displasia.

Quando examinada pela microscopia de luz, a superficie da lingua dos animais
do grupo controle apresentou-se totalmente recoberta por papilas filiformes com aspecto
alongado, pontiagudo e conico, formato este responsavel pela sua denominagdo. Cada
papila estava recoberta por uma delicada camada de queratina (figura 9). As células da
camada basal estavam justapostas e alinhadas perpendicularmente & membrana basal.
As células adjacentes as basais apresentavam-se mais achatadas e com citoplasma mais
volumoso, no interior do qual foram identificados inimeros granulos hipercromados. O
epitélio da lingua repousava sobre uma delgada membrana basal, a qual juntamente com
a estreita faixa de lamina prdpria acompanhava as invaginacdes das células basais. Os
componentes da lamina propria se restringiam a uma delgada faixa de fibras colagenas,
permeadas por alguns vasos sanguineos, fibroblastos e raros leucdcitos. Epitélio,

membrana basal e ldmina propria forneciam a cobertura para uma extensa faixa de
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tecido muscular que compunha o corpo da lingua, correspondendo a sua musculatura

intrinseca.

Pela andlise de microscopia de luz da superficie da lingua dos animais do grupo
GT (Tabaco), algumas alteracBGes epiteliais mais relevantes foram identificadas e
determinaram diferenga estatistica entre os grupos (p<0,005), como hiperplasia de
células da camada basal (n-95%; figura 10), e displasia epitelial de grau leve a
moderado (n-85%; figura 11 ) e hiperplasia epitelial (n-90%). Em nenhum animal foi

identificada na superficie da lingua displasia grave ou carcinoma in situ.
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Tabela 1. Resultado das andlises histoldgicas da superficie da lingua em ambos os

grupos.

LINGUA Grupo Controle (GC) Grupo Tabaco (GT) Valor de

p
Escore Escore

Parametros |0 1 2 3 N (%0)* |0 1 2 3 N (%)* p
Hiperplasia
cels basais 19 1 0 0 1(5,0) 1 16 3 0 19(95,0) |P<0,0001
Hiperceratose | 0 10 10 0 20(100,0) |0 12 8 0 20(100,0) | P=1,00
Displasia 20 0 0 0 0(0,0) 3 12 5 0 17(85,0) | P<0,0001
Hiperplasia |18 2 0 0 2(10,0) |2 16 2 0 18(90,0) |P<0,0001
Congestdo 16 2 2 0 4(20,0) (19 0 1 0 1(5,0) P=0,15
Carcinoma |20 0 0 0 0(0,0) 20 0 0 0 0(0,0) P=1,00
PMN 20 0 0 0 0(0,0) 20 0 0 0 0(0,0) P=1,00

* Numero de laminas alteradas e as respectivas porcentagens dentro de cada grupo de estudo.
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Figura 9. Superficie de lingua de animal do grupo controle (GC). Detalhe da camada de queratina sobre
as papilas filiformes (seta) e da estreita faixa de lamina prépria. Granulos intracitoplasmaticos
hipercromados nas células distais (seta pontilhada). Microscopia de luz, H&E (40X).

Figura 10 - Superficie dorsal da lingua de animal do grupo Tabaco (GT). Detalhes da
camada de queratina sobre as papilas (seta continua). Células basais em
intensa proliferacéo e displasia leve (seta pontilhada), membrana basal e
estreita faixa de lamina propria. Microscopia de Luz, H&E (40 X).
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Figura 11 — Superficie dorsal de animal do grupo tabaco (GT). Camada de queratina
mais desenvolvida sobre as papilas filiformes (seta continua), vasos
dilatados na lamina propria (seta pontilhada) e area de displasia focal de
grau leve (seta espessa). Microscopia de luz, H&E (40X).

Figura 12 — Superficie dorsal de animal do grupo Tabaco (GT). Detalhes da camada de
queratina (seta continua). Microscopia de luz, H&E (40X).
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4.1.2 Superficie da faringe

Os escores das analises histopatoldgicas dos fragmentos da faringe estéo
apresentados na tabela 2. Algumas alteracfes histologicas foram identificadas em
ambos 0s grupos de estudo, porém mais relevantes no grupo tabaco (GT). Entre elas
destacaram-se a hiperplasia de células da camada basal (GC-10%; GT-85%), as

displasias (GC-0%; GT-25%) e a congestao vascular (GC-70%; GT-95%).

Pela analise de microscopia de luz, a superficie da faringe dos animais do grupo
controle (GC) mostrou-se recoberta por epitélio do tipo pavimentoso estratificado
queratinizado. As células epiteliais, em nimero de 5 a 10, apresentavam-se com aspecto
mais achatado conforme se aproximavam da superficie distal, estando as células basais
dispostas perpendicularmente a membrana basal. A camada de queratina apresentava
espessura variavel. As células basais repousavam sobre uma delicada membrana basal,
cujo trajeto irregular acompanhava as ondulacdes do epitélio. Na lamina prépria era
possivel identificar fibras coldgenas permeadas por fibroblastos, alguns leucdécitos e
poucos vasos sanguineos. Logo abaixo da Iamina propria identificava-se feixe muscular
com fibras em diferentes sentidos. Acinos glandulares foram identificados na lamina

propria, correspondendo as glandulas mucosecretoras da regido (figura 13).

Algumas alteracdes histologicas mais relevantes foram observadas no grupo
Tabaco (GT) e estdo ilustradas na figura 14 como hiperplasia de células da camada
basal, congestdo e displasias, sendo estas identificadas em cinco fragmentos de biopsia

da faringe.
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Tabela 2. Resultado das andlises histologicas da superficie da faringe em ambos os

grupos.
. Grupo Controle (GC) Grupo Tabaco (GT) Valor de
Faringe p
Escore Escore
Parametro 0 1 2 N((0)*| 0 1 2 N (%0)* p
Hiperplasia
cels basais 18 2 0 2(10,0) 3 15 2 17(85,0) |p<0,0001
Hiperceratose | 2 17 1 18(90,0)| O 11 9 20(100,0) | P=0,15
Displasia 20 0 0 0(0,0) 15 4 1 5(25,0) | P=0,017
Hiperplasia 18 2 0 2(10,0) 5 15 0 15(75,0) | p<0,0001
Congest&o 6 9 5 14(70,0)1 1 14 5 19(95,0) | P=0,037
Carcinoma 20 0 0 0(0,0) 20 0 0 0(0,0) P=1,00
PMN 20 0 0 0(0,0) 20 0 0 0(0,0) P=1,00

* NUmero de laminas alteradas e as respectivas porcentagens dentro de cada grupo de estudo.
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Figura 13. Epitélio de cobertura da regido da faringe de animais do grupo controle
(GC). Destaque para a espessa camada de queratina sobre o epitélio (seta
continua) e para as glandulas seromucosas mergulhadas na lamina propria

(seta pontilhada). Microscopia de Luz, H&E (40 X).

Figura 14. Epitélio de cobertura da faringe de animais do grupo Tabaco (GT). Destaque
para a hiperplasia de celulas basais (seta continua), congestdo vascular e
areas focais de displasia (seta descontinua). Microscopia de luz, H&E (40X).
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Figura 15. Superficie de faringe de animal do grupo Tabaco (GT). Areas com
hiperplasia de células basais (seta continua) e displasia focal de grau leve
(setas pontilhadas). Microscopia de luz, H&E (40X).

Figura 16. Epitélio de cobertura da faringe de animais do grupo Tabaco (GT). Observa-
se area focal de displasia moderada (seta). Microscopia de luz, H&E (80X).
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4.1.3 Superficie da laringe

O resultado das analises histopatolégicas dos fragmentos da laringe esta
apresentado na tabela 3. Na comparacéo entre 0s grupos, observa-se que 0s parametros
que determinaram diferenca estatistica nesse sitio foram hiperplasia das células da
camada basal (GC-10%; GT-70%), hiperplasia epitelial (GC-0%; GC-55%), congestédo
(GC-80%; GT-100%) e o infiltrado inflamatorio de células polimorfonucleares
neutrofilos (GC-0%; GT-25%). Neste sitio também néo foi identificado carcinoma em

nenhuma lamina.

Nos animais do grupo controle, o epitélio de cobertura da laringe, ao nivel das
pregas vocais, era do tipo pavimentoso pluriestratificado, composto por 5 a 10 camadas
de células planas justapostas, recobertas por estreita camada de queratina. Conforme se
aproximavam da por¢do mais distal essas células tornavam-se mais achatadas no sentido
transversal. A lamina propria apresentou-se bem mais desenvolvida que nos fragmentos
de lingua e da faringe, anteriormente analisados, sendo composta por uma larga faixa de
tecido conjuntivo, mais frouxo nas por¢des proximais ao epitélio e mais denso nas mais
distais, proximas ao musculo vocal. Pela coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E)
observou-se vasta rede de tecido conjuntivo, ndo sendo possivel a diferenciacéo entre as
fibras elasticas e colagenas por essa técnica citoquimica. Identificou-se ainda varios
fibroblastos mergulhados na lamina prépria, alguns vasos sanguineos e raros leucécitos

(figura 17).

Nas andlises histoldgicas dos fragmentos da laringe dos animais do grupo
Tabaco (GT) destacou-se a hiperplasia epitelial e o processo inflamatorio, representado
pela congestdo vascular e pelo infiltrado de células inflamatoérias, mais prevalentes
nesse grupo de estudo (figuras 18 e 19). Em apenas duas laminas da laringe do grupo

Tabaco foram identificadas displasias de grau leve (figura 20).
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Tabela 3. Resultado das andlises histoldgicas da superficie da laringe em ambos os

grupos.
. GC-Controle GT-Tabaco
Laringe
Parametro Escore Escore
0 1 2 N (%0)* 0 1 2 N (%)* P

Hiperplasia

cels basais 18 2 0 2(10,0) 6 14 0 14(70,0) | p<0,0001
Hiperceratose 0 20 0 20(100,001 O 11 9 20(100,0) | P=1,00
Displasia 20 0 0 0(0,0) 18 0 2 2(10,0) [P=0,15
Hiperplasia 20 0 0 0(0,0) 9 11 0 11(55,0) | P=0,001
Congestdo 4 13 3 16(80,0) 0 14 6 20(100,0) | P=0,035
Carcinoma 20 0 0 0(0,0) 20 0 0 0(0,0) [P=1,00

PMN 20 0 0 0(0,0) 15 5 0 5(25,0) |P=0,017

* Numero de laminas alteradas e as respectivas porcentagens dentro de cada grupo de estudo.
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Figura 17. Corte histologico de fragmento de laringe de animais do grupo controle
(GC). Observa-se epitélio pavimentoso estratificado da laringe recoberto
por estreita camada de queratina em toda a sua extensdo (seta continua) e
lamina propria rica em tecido conjuntivo. Microscopia de Luz, H&E (40X).

Figura 18. Corte histoldgico da laringe de animais de GT (Tabaco), sendo observada

congestdo vascular mais intensa (setas) e infiltrado de células inflamatorias
(seta descontinua). Microscopia de Luz, H&E (40 X).
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Figura 19. Corte histoldgico da laringe de animais de grupo Tabaco (GT), sendo
observada proliferacdo de células da camada basal (seta). Microscopia de
Luz, H&E (80 X).

Figura 20- Epitélio da laringe de animais do grupo Tabaco (GT). Destaque para area de
displasia focal de grau leve (seta). Microscopia de Luz, H&E (80 X).
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4.2 Estudo morfométrico

O estudo morfométrico foi realizado para medir a altura da camada de queratina.
Os resultados dessas medidas estdo apresentados na tabela 4 e na figura 21 Nos
fragmentos de lingua, faringe e laringe de GC e GT, as médias e desvios padrdo da
altura da camada de queratina foram respectivamente: lingua - 54,2 um e 64,4 um;

faringe - 16 um e 20,6 um; laringe - 16 um e 21,8 um.

Tabela 4. Andlise morfométrica da altura da camada de queratina em ambos 0s grupos.
Média e desvio-padrdo referentes as variaveis segundo grupo.

Grupos GC-Controle GT-Tabaco
Média e Desvio padrao Média Desvio padrédo Valor de p

Queratina- Lingua 54,2+12,3 64,4 +90,1 p=0,019
Queratina Faringe 16 £3,9 20,6 +5,4 p=0,004
Queratina Laringe 16 +39 21,8 £8,3 p=0,008
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Figura 21- Boxplot da média (M) e Desvio Padrdo (DP) da altura da camada de
queratina nos trés sitios estudados em ambos 0s grupos
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4.3 Estudo Imunohistoquimico

Os resultados das andlises imunohistoquimicas dos fragmentos da lingua estéo
apresentados na tabela 5. A imunoexpressdo da proteina p53 mostrou-se negativa tanto
no grupo controle (GC) quanto no grupo tabaco (GT). Ao contrario, a imunoexpressao
da proteina ki-67 foi detectada em 95% das laminas do grupo controle (GC) e em 75%
do grupo tabaco (GT). No grupo controle, a pigmentacdo acastanhada dos nucleos
restringiu-se as células da camada basal (figuras 22 e 23); no grupo tabaco, a
imunoexpressdo comportou-se de forma semelhante, porém em duas laminas, a
coloracdo se estendeu aos nucleos das células das camadas parabasais (figura 24). Na
maioria das laminas de ambos 0s grupos toda extensdo do fragmento mostrava celulas

com nucleos pigmentados.

Tabela 5. Imunoexpressao dos anticorpos P53 e Ki- 67 nos fragmentos de lingua.

GC-Controle GT-Tabaco

Parametros
Extensao epitélio Extensao fragmento Extensao epitélio Extenséo fragmento

Escores | 01112 |3 |%|0[1 |23 [%[0|[1 |23 [%[0|1|2|3|%

P-53

(p:1,0)200000200000200000200000

ki-67
(p=0,81)
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Figura 22- Epitélio da lingua de animais do grupo controle (GC). Imunomarcacdo do
anticorpo Ki-67 mostrando coloragdo acastanhada dos ndcleos apenas das
células da camada basal (seta). Microscopia de Luz, (80 X).

Figura 23- Epitélio da lingua de animais do grupo Tabaco (GT). Imunomarcagdo do
anticorpo Ki-67 restrita as células da camada basal (seta). Microscopia de
Luz, (80 X).
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Figura 24- Epitélio da lingua de animais do grupo tabaco (GT). Imunomarcacdo do
anticorpo Ki-67abrangendo células da camada basal e parabasal (seta).
Microscopia de Luz, (80 X).

Os resultados das analises imunohistoquimicas dos fragmentos da faringe estdo
apresentados na tabela 6. Na analise da expressdo da proteina p53, a imunomarcacéo foi
negativa em todas as laminas de ambos 0s grupos, repetindo o padrdo das analises da
lingua (figura 25). A expressao da proteina Ki-67 mostrou-se positiva em 55% das
laminas do grupo controle (GC) e em 80% das laminas do grupo tabaco (GT) ilustrados
nas figuras 26 e 27. Apenas neste grupo constatou-se pigmentacdo nos nudcleos das
células parabasais e, na avaliacdo da extensdao do fragmento, em 11 laminas havia

comprometimento de mais de 50% deste (figura 28).
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Tabela 6. Imunoexpressao dos anticorpos P53 e Ki- 67 nos fragmentos de faringe.

GC-Controle GT-Tabaco
Parametros

Extensdo epitélio Extenséo fragmento Extensdo epitélio Extenséo fragmento

Escores | 01|23 [%]|0[1]2]|3[%|0|1]2|3|%|0]|1]|2|3]|%

P-53
o1 |20 0| o]o]o]2|ofofofof2ofofofo]of2]|o|ofo]o
Ki67 o l11loflofss|ololal7]|s5|al13|3|0ls0lala]|alir]so
(p=0,60)

Figura 25- Epitélio da faringe de animais do grupo controle (GC). Auséncia de
imunomarcacao do anticorpo p 53. Microscopia de Luz, (80 X).
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Figura 26- Epitélio da faringe de animais do grupo controle (GC). Auséncia de
imunomarcacdao do anticorpo Ki-67. Microscopia de Luz, (40 X).
Hiperplasia na microscopia de luz com imunoexpressao negativa.

Figura 27- Epitélio da faringe de animais do grupo tabaco (GT). Imunomarcagdo do
anticorpo Ki-67 restrita as células da camada basal. Microscopia de Luz (40
X).
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Figura 28- Epitélio da faringe de animais do grupo tabaco (GT). Imunomarcagdo do
anticorpo Ki-67abrangendo células da camada basal e algumas células
parabasais (seta). Microscopia de Luz (80 X).

Os resultados das analises imunohistoquimicas dos fragmentos da laringe estéo
apresentados na tabela 7. A expressao da proteina p53 permaneceu negativa em ambos
0s grupos, acompanhando o padrdo das analises anteriores (Figura 29). A
imunomarcacao do Ki-67 no grupo controle (GC) mostrou-se positiva em 11 laminas,
restringindo-se as celulas da camada basal (figura 30), estendendo-se para as camadas
parabasais no grupo tabaco (GT) em duas laminas. A extenséo do fragmento mostrou-se
mais comprometida nas laminas do grupo tabaco, no qual nove laminas foram
pontuadas com escore 3, correspondendo ao comprometimento de mais de 50% de sua

extensao.
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Tabela 7. Imunoexpressao dos anticorpos P53 e Ki- 67 nos fragmentos de laringe.

GC-Controle GT-Tabaco

Parametros Extensao epitélio Extensao fragmento Extensao epitélio Extensao fragmento

Escores | 01|23 [%]|]0[1]2]|3[%|0|1]2|3|%|0]|1]|2|3]|%®%

P-53
o1 |20 0| o]o]o]2|ofofofof2ofofofo]of2]|o|oo]o
Ki67 Lo l11loflofss|ol1]o]1]s5!8l10l2]|0]e0ls|1]|2]9]60
(p=0,99)

Figura 29- Epitélio da laringe de animais do grupo tabaco (GT). Auséncia de
imunomarcacao do anticorpo p 53. Microscopia de Luz, (80 X).
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Figura 30- Epitélio da laringe de animais do grupo controle (GC). Imunomarcacéo do
anticorpo Ki-67 restrita as células da camada basal (seta). Microscopia de
Luz, (40 X).




5. Discussdo
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No passado, 0 paciente tabagista crénico foi motivo de inumeras pesquisas
clinicas, tendo como objetivo revelar os efeitos nocivos do habito de fumar sobre os
diversos sistemas, especialmente sobre as vias aéreas e digestivas (MASON et al.,1985;
BENOWITZ, 1999; INCA, 2002; IARC,2004; WHO,2009). A relacdo entre o habito de
fumar e o desenvolvimento de carcinoma nesses sitios foi também exaustivamente
comprovada por diversos autores (DOLL et al.,1964; ROTHMAN et al., 1972; BLOT
et al., 1988; HASHIBE et al., 2009; LUBIN et al.,2011). A divulgacdo dos resultados
dessas pesquisas colaborou para desmascarar as propagandas enganosas divulgadas na
imprensa, as quais estimulavam, irresponsavelmente, o habito de fumar. Essas foram
entdo, paulatinamente substituidas por propagandas que alertavam a populacéo sobre o
perigo do cigarro a saude. Atualmente tem-se procurado demonstrar tambem os efeitos
nocivos da inalagcdo da fumaca de cigarro aqueles que ndo fumam e se tornam fumantes
passivos, estando de certa forma, protegidos pela lei antifumo nos ambientes publicos.
Embora muito divulgada, essa lei ndo é respeitada nos ambientes domésticos e a
exposicdo a fumaga de cigarro pelos familiares, incluindo criangas, € comum em muitos

lares.

Paralelamente as evidéncias clinicas dos efeitos maléficos do cigarro, pesquisas
experimentais vém sendo desenvolvidas ha algumas décadas (WALTER et al.,1978;
LAM,1980; CARTER et al.,2010). Os modelos experimentais se diferem entre 0s
autores, principalmente quanto ao tempo e o modo de exposicdo a fumaca do cigarro.
Alguns modelos de carcinogénese tém mantido os animais expostos por periodos
diferenciados que variam entre uma a 96 semanas. Ratos e camundongos séo 0s animais
mais comumente utilizados nesses estudos. Experimentos com hamsters, cachorros e
primatas ndo humanos sdo menos frequentes, porém ndo menos importantes

(COGGINS, 2001).
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Um dos primeiros trabalhos experimentais descritos na literatura que avaliou o
efeito da inalacdo do cigarro em animais de laboratorio usando Hamster syrian, foi
desenvolvido por Dontenwill em 1970. Este autor utilizou uma maquina com sistema
fechado de inalacdo de fumaca e constatou alteragdes epiteliais na laringe ap6s 10
meses de exposicao. O grau de severidade das lesdes esteve relacionado a freqiiéncia da
exposicdo e ao maior periodo do experimento, sendo observado carcinoma invasivo
apos 72 semanas. Anos depois, 0 mesmo autor submeteu hamsters a inalacdo da fumaca
de cigarro por meio de mascara nasal durante todo o periodo de suas vidas
(DONTENWILL et al.,1974). Os animais foram distribuidos em grupos com
concentragdes variadas de nicotina (entre 0,4 e 1,6 mg 30 cigarros por dia), contida em
seis diferentes marcas comerciais de cigarros. Neste estudo, a laringe foi o sitio mais
acometido, sendo identificado carcinoma minimamente invasivo em 10,6% dos animais

expostos ao cigarro, com concentragdo de nicotina padréo de 1,0mg.

Em pesquisa recente, desenvolvida em nossa instituicdo, ratos foram expostos
diariamente a fumaca de cigarro (uma vez ao dia) durante 65 semanas (MADEIRA et
al,2012). As analises histologicas das amostras de lingua e de faringe revelaram
alteragcdes interessantes, como hiperplasia epitelial, hiperceratose e displasias de
diversos graus, incluindo carcinoma in situ. Os resultados deste estudo permitiram aos
autores deduzir que o principal fator determinante para o desenvolvimento das lesdes &,
provavelmente, o tempo de exposicdo e ndo a quantidade de agentes agressores inalados
diariamente, uma vez gque nesse estudo, esta ocorria apenas uma vez ao dia durante 30

min.

Balansky et al.(2007) distribuiram 98 animais em trés grupos: 36 animais
controles, 38 animais mantidos em camera de inalacdo com 1mg de nicotina e 24

animais submetidos a injecdo subcutanea de 1mg de nicotina durante 120 dias. Este
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valioso estudo registrou alteracdes expressivas no pulméo que se iniciaram apés 75 dias
de exposi¢do, como o adenocarcinoma, detectado em sete animais submetidos a
exposicdo a fumaca de corpo inteiro. Ao contrario, nos animais do grupo controle e
naqueles submetidos a injecdo de nicotina, ndo foram detectadas alteragdes histologicas

relevantes.

Pelas pesquisas elencadas acima se percebe que para a reproducdo da
carcinogénese em modelos animais € necessario um periodo minimo de 75 dias de
exposicdo diaria a fumaga de cigarro. Mesmo assim alguns autores consideram a
importancia de um periodo maior para essa finalidade. Utilizando um periodo de
exposicdo de 75 dias, Assis et al. (2005), ndo identificaram lesGes neoplasicas no
epitélio respiratério de animais (ratos), sendo observado apenas alteracfes benignas
como hiperplasia e metaplasia leve do epitélio. Resultados semelhantes foram
apontados por Duarte et al. (2006), durante a analise histoldgica de bidpsias de laringe
de ratos expostos aos mesmos agentes agressores durante 25, 50 e 75 dias. Assim,
periodo inferior a 75 dias deve ser reservado aos estudos que almejam analisar lesdes
em vias aéreas nas fases iniciais da carcinogénese, ou seja, na fase de iniciacdo. No
presente estudo, o tempo do experimento se restringiu a 60 dias, sendo constatadas
lesdes benignas como hiperplasia epitelial, aumento da camada de queratina e displasia
de grau leve, a semelhanca dos ultimos autores. Nos segmentos da lingua e da faringe,
sitios mais préximos da exposi¢do, as displasias foram mais frequentes que na laringe,

na qual predominou processo inflamatério e congestéo.

A metodologia da exposi¢do a fumaca de cigarro é bastante discutida entre 0s
autores. Em alguns estudos, a exposicdo se da por meio de injecdo intraperitoneal de
nicotina (ETSCORN et al.,1986; VALENCA et al., 2004; BALANSKY et al., 2007);

em outros esta € realizada pela inalacdo da fumaca do cigarro, utilizando-se uma
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maéscara nasal ou mantendo o animal totalmente exposto no interior de uma camera, tipo
de exposicdo denominada de “corpo inteiro”( Balansky et al.,2007; Madeira et al.,
2012). Mauderly et al.(2004) expuseram ratos do género CDF (F344) a inalacdo de
fumaca de cigarro do tipo corpo inteiro durante 30 meses (120semanas) e variaram a
concentracdo de nicotina (baixa concentracdo:100 mg/m® ; alta concentrac&o:250
mg/m®). Observaram diversas lesdes pulmonares e nasais como hiperplasia, lesdes
benignas e malignas. Lesdes como metaplasia e hiperplasia da cavidade nasal foram
mais severas nos animais submetidos a alta concentracdo de nicotina. Neste grupo,
lesbes malignas pulmonares também foram evidenciadas em 6,1% nos machos e em

4,9% das fémeas.

Na metodologia que utiliza méascara nasal, a inalacdo a fumaca de cigarro se
aproxima mais da pratica do tabagismo, uma vez que 0 agente agressor atinge
diretamente as fossas nasais e a cavidade oral. Essa exposi¢do permite o estudo da agéo
térmica do cigarro nos sitios de maior contato como narinas, labios, mucosa oral e
faringe. O inconveniente do método é a dificuldade na adaptacdo e na manutengdo do
dispositivo no focinho dos animais, por periodo mais prolongado. Por outro lado, a
exposicdo ao corpo inteiro se assemelha a vivenciada pelo fumante passivo e tem a
vantagem de ser bem tolerada pelos animais, mesmo em experimentos de longa
duracdo. No entanto, parte das particulas dos poluentes fica depositada na superficie dos
animais, podendo ser identificada pela coloracdo amarelada de seus pélos, durante o
experimento. Esta metodologia tem sido amplamente utilizada por muitos autores
(PAIVA et al.,2003; MAUDERLY et al., 2004; ASSIS et al., 2005; BALANSKY et al.,
2007; MADEIRA, 2010). Segundo Hecht (2005), a exposicdo de nicotina pela
metodologia de corpo inteiro é duas vezes maior do que quando restrita as narinas,
destacando-a entre as demais técnicas de exposi¢do. Os autores reforcam a importancia

do modelo animal no estudo do cancer induzido pela inalacdo da fumaca de cigarro por
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viabilizarem as pesquisas de novos biomarcadores e de agentes quimiopreventivos no

cancer de pulméo, laringe, cavidade nasal, dentre outros sitios.

Em pesquisa realizada nas mesmas condicGes experimentais do presente estudo,
Castardeli et al (2005) estudando a remodelagdo cardiaca em animais expostos a
inalacdo de fumaca de cigarro, entre outros parametros, analisaram 0s niveis sanguineos
da carboxihemoglobina por meio da gasometria. Os autores observaram niveis mais
elevados de carboxihemoglobina nos animais do grupo tabaco (5,3 £2,8 mg/dl) quando
comparados ao controle (0,9+0,7 mg/dl), permitindo-lhes validar essa metodologia da

exposicao ao corpo inteiro a fumaca de cigarro nesses estudos.

No presente estudo, os animais do grupo tabaco (GT) foram expostos ao corpo
inteiro a fumaca de cigarro, quatro vezes ao dia durante 60 dias consecutivos e as
andlises histoldgicas revelaram algumas alteragdes nos sitios estudados, as quais embora
benignas, ndo foram identificadas nos animais do grupo controle (GC), ou quando
presentes foram registradas em menor intensidade. A hiperplasia de células das camadas
epiteliais foi um achado constante nas andlises histoldgicas dos animais de GT, nos trés
sitios estudados (lingua, faringe e laringe). As células epiteliais da camada basal estéo
em constante atividade, e ttm como principal funcdo a reposicdo das células em
descamacdo. Em resposta a um estimulo continuo, estas se multiplicam e se
diferenciam. Caso a agressao persista, o epitélio superficial pode sofrer proliferacdo em
ritmo acelerado, resultando em queratinizacdo e metaplasia epitelial (KUMAR et
al.,2005). Neste estudo, a queratinizacdo observada em lingua, faringe e laringe, mais
proeminente nos animais expostos a fumaca de cigarro, ficou evidente na analise
histomorfométrica. A queratinizacdo foi mais pronunciada nas regides da faringe e
laringe, fato interpretado como resposta do epitélio aos agentes irritativos inalados. A

superficie da lingua também apresentou aumento da camada de queratina, porém de
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forma menos acentuada, uma vez que esse sitio € adaptado aos habitos alimentares
agressivos desses animais e apresenta naturalmente a camada de queratina mais
desenvolvida. Resultados semelhantes foram constatados por Haussmann et al.(1998) os
quais identificaram aumento da espessura da camada epitelial na laringe de ratos

expostos durante 90 dias a fumaca de cigarro seis horas por dia, sete dias na semana.

Em estudo em humanos, Hirabayashi et al.(1990) compararam as laringes de
cadaveres (84 homens e 48 mulheres) de ex-tabagistas e ex-etilistas com as de
portadores ativos desses habitos e observaram aumento significativo na espessura do
epitélio supragldtico e das pregas vocais nestes Ultimos, confirmando a resposta

protetora do epitélio ao agente agressor.

A exposicao continuada aos agentes agressores ao epitélio pode culminar com o
desenvolvimento de displasias epiteliais de diversos graus. No presente estudo, apenas
displasias leves foram identificadas nos animais expostos a fumaca de cigarro por 60
dias (GT), principalmente nos fragmentos de lingua e faringe. Displasias mais graves ou

carcinoma ndo foram detectados em nenhum dos animais.

Bolton et al.,(2009), utilizando a mesma metodologia de inalacdo de corpo
inteiro, descreveram metaplasia escamosa epitelial no trato respiratério, que incluiu
brénquios e bronquiolos, de ratos apds sete e 14 semanas de exposi¢ao. A resposta mais
intensa dos segmentos respiratorios mais baixos aos agentes agressores pode ser
justificada pelas particularidades dos epitélios de cobertura dos locais estudados. O
epitélio respiratério ciliado, que recobre as fossas nasais, traquéia, brénquios e
bronquiolos, é provavelmente menos resistente que o epitélio pavimentoso estratificado,
que recobre as superficies da boca, da faringe e laringe. A fragilidade do epitélio
respiratorio a inalacdo a fumaca de cigarro foi constatada por Hutt et al., (2005), em

experimento no qual camundongos fémeas (B6C3F1) foram expostos durante 930 dias a
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inalacdo de fumaga seis horas por dia, cinco dias na semana, com 250 mg particulas/ m®.
Os autores descrevem lesdes pulmonares nos animais expostos a fumaca e nos controles
nas seguintes proporcdes, respectivamente: lesdes benignas em 31% e 7%; adenoma
pulmonar em 28% e 6,7%; adenocarcinoma em 20% e 2,8%. Nos animais expostos, 0s
autores detectaram ainda lesbes em cavidade nasossinusal como rinite neutrofilica,
sinusite, hiperplasia epitelial, metaplasia escamosa e atrofia do bulbo olfatdrio. Lesdes
malignas neste sitio foram registradas em apenas 20 animais dentre os 330 expostos
(6,1%), sendo nove carcinomas invasivos, cinco carcinomas in situ, cinco hemangiomas

e um papiloma.

Nos estudos que envolvem roedores, deve-se salientar que nesses animais, uma
espessa camada de queratina recobre toda a extensdo do epitélio pavimentoso, desde a
lingua até a laringe. Representa importante resposta adaptativa aos habitos alimentares
rudimentares e Ihes confere maior protecdo contra lesdes. No entanto, na laringe pode-
se constatar diversas areas de transicdo entre o epitelio respiratdrio e o pavimento, o
que provavelmente torna esse sitio mais vulneravel aos agentes agressores (Lewis e
Prentice, 1980). Essa fragilidade pode explicar as lesdes laringeas registradas por alguns
autores nas pesquisas experimentais. Walter et al.,(1978) demonstraram metaplasia
escamosa e hiperplasia epitelial na laringe de ratos expostos a inalagéo de fumaca duas

vezes ao dia por somente seis semanas.

Displasia corresponde a um desarranjo na arquitetura celular acompanhado de
proliferacio celular atipica. E classificada em leve, moderada e grave, dependendo do
grau de comprometimento da espessura epitelial por células atipicas (KUMAR et
al.,2005; WARNAKULASURIYA et al, 2008). No modelo animal seu
desenvolvimento parece estar diretamente relacionado ao tempo prolongado de

exposicdo ao agente agressor, sendo raramente identificada em experimentos de curta
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duracgdo. A displasia é parte integrante dos processos iniciais da carcinogénese, na qual
sdo citados trés estagios: de iniciacdo, de promocgdo e de progressdo. No primeiro
estagio (de iniciacao) as células sdo danificadas ou alteradas geneticamente; no segundo
estagio, essas células sofrem acdo dos agentes denominados oncopromotores e estdo
aptas a iniciar a multiplicacdo; no estagio de progressao inicia-se a proliferacdo das
células alteradas. O periodo desses estagios varia para cada tipo de neoplasia. Assim,
neste estudo, como o experimento teve duracdo de somente 60 dias, observou-se apenas
os eventos relacionados ao estagio inicial da carcinogénese como inflamacao,
hiperplasia epitelial e displasia leve a moderada, como constam nos resultados,

especificamente nos animais de GT.

No intuito de estudar experimentalmente a evolucdo da carcinogénese em
animais, Salley (1957) foi um dos pioneiros a destacar o processo inflamatério como
importante indutor das fases iniciais da carcinogénese. Wu et al., (2006), expondo ratos
a inalacdo de fumaca de cigarro por apenas 30 dias (30 minutos, duas vezes ao dia, a
uma taxa de cinco, 10 e 15 cigarros/dia), evidenciaram importante infiltrado linfocitéario
e congestdo em paréngquima pulmonar.O grau de inflamacdo esteve diretamente
relacionado a carga tabagica. O processo inflamatorio, embora de intensidade
moderada, foi também identificado no presente estudo, especialmente nos fragmentos
da laringe dos animais do grupo GT, sendo representado pelo aumento da
vascularizagéo e infiltrado de polimorfonucleares neutrdfilos. Resultados semelhantes
foram evidenciados por Assis et al., (2005), durante analise da mucosa laringea de ratos
expostos ao tabaco por 75 dias, bem como por Carter e Mirsa (2010), que registraram

aumento do numero de macréfagos alveolares em ratos expostos ao tabaco.

A necessidade de compreender melhor os mecanismos fisiopatoldgicos

relacionados a carcinogénese alavancou pesquisas com marcadores tumorais.
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Guttenplan et al.,(2011), por meio de analises imunohistoquimicas, avaliaram os efeitos
do benzo[a]pyrene sobre a cavidade oral de camundongos fémeas B6C3F1, constatando
expressdo elevada da proteina p53 em carcinomas de cavidade oral e em areas de
displasia. A imunomarcacao da p53 nos carcinomas espinocelulares foi comprovada por
Anwar et al.,, (1993), em analise comparativa de 43 pacientes com diagndsticos
laringeos de lesbes benignas (nddulos), lesdes malignas (carcinoma, areas de metastase
ou de recidiva) ou areas sem lesdes (laringes normais). A imunopositividade da p53 foi
registrada em 60% dos carcinomas de laringe, em 69% das aéreas metastaticas e 80%
das lesdes recidivantes. Em nodulos ou nas laringes normais a imunoexpressao da p53
foi negativa, demonstrando o elevado grau de especificidade desse marcador tumoral

para carcinoma espinocelular.

Marcadores tumorais tém sido utilizados ndo apenas na identificacdo de areas
displasicas e neoplasicas, mas também no prognostico de tumores e identificacdo de
margens cirurgicas comprometidas. Para o carcinoma espinocelular, mais fregiiente nas
vias aéreas e digestivas altas, os anticorpos p53 e Ki-67 tém sido os mais utilizados. O
gene TP 53 encontra-se alterado em 42% dos carcinomas de cabeca e pescoco (em 60%
dos tumores de laringe e em 37% dos tumores de hipofaringe) (MAESTRO et al.,1992;
FRANK et al., 1994; BRENNAN et al., 1995; OLSHAN et al., 1997; PETITJEAN et
al., 2007). A imunoexpressdo positiva da proteina p53 sinaliza para a existéncia de
mutacdo da mesma, uma vez que em sua forma selvagem, pela sua meia vida fugaz,
apresenta-se negativa. Quando mutada, a proteina p53 perde a capacidade de vigiar as
ocorréncias de mutagdes celulares, proliferacfes atipicas ou danos ao DNA, culminando
com o desenvolvimento do carcinoma. Pela sua grande expressdo nos carcinomas
espinocelulares, ela é considerada um marcador tumoral muito importante na
identificacdo precoce de células neoplésicas no processo de carcinogénese, 0 que

justifica a escolha desse anticorpo na metodologia deste estudo.
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No presente estudo as analises imunohistoquimicas ndo revelaram positividade
para esses anticorpos, resultado ja esperado frente a auséncia de displasias graves e de
carcinoma nas amostras histoldgicas analisadas nos trés sitios de ambos 0s grupos de

estudo.

Embora a imunoexpressao positiva da p53 esteja fortemente relacionada ao
carcinoma espinocelular, alguns autores tém ressaltado sua positividade em lesdes pré-
neoplasicas como leucoplasias, displasias e papilomatose laringea, merecendo cautela
na interpretacdo dos resultados. Para Klumb et al., (2002) a positividade registradas
nestes casos nao estd relacionada a mutacdo da p53, mas a possiveis ligacdes com
proteinas virais, a outras proteinas, ou mesmo a sua forma selvagem. Assim, a
interpretacdo da imunoexpressdao da p53 no diagndstico das neoplasias deve ser
interpretada com cautela. Por outro lado, a identificacdo precoce de areas displasicas em
pacientes fumantes cronicos é importante devido a elevada probabilidade de
transformacéo maligna. Weller et al., (2010), em recente revisdo sistematica e de meta-
analise, que avaliou o risco de transformacdo maligna das displasias laringeas,
constataram taxa média de transformacdo maligna de 14% em laringes displasicas,

sendo 10,6% para as displasias leves a moderadas e 30,4% para as displasias graves.

A imunoexpressdo da p53 tem sido relacionada também ao progndéstico dos
tumores (Jayasurya et al., 2005; Tandon et al., 2010). Em interessante revisao
sistematica, Tandon et al.,(2010) avaliaram o papel da proteina p53 na indicacdo do
tempo de sobrevida de pacientes portadores de tumores de cabeca e pescoco (lingua,
orofaringe, hipofaringe e laringe). Os autores constataram que o valor progndéstico de
sobrevida em dois anos desse imunomarcador tumoral foi significativo somente para o

carcinoma oral, sendo inconclusivo para os demais sitios.
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O anticorpo Ki-67 tem sido muito estudado em neoplasias de cabeca e pescoco,
sendo importante sinalizador de areas com intensa proliferacdo celular, atuando em
quase todas as fases do ciclo celular (BROWN et al., 1990;SCHOLZEN et al., 2000). A
proliferacdo celular é considerada um importante evento biologico envolvido na
carcinogénese, justificando sua analise nos estudos. No presente estudo, nos fragmentos
de lingua, faringe e laringe a imunoexpressdo da ki-67 mostrou-se positividade,
respectivamente em 15, 16 e 12 laminas do grupo tabaco (GT) e em 19, 11 e 11 laminas
do grupo controle (GC), indicando pouca especificidade para identificacdo de células
comprometidas pelo agente agressor. No grupo controle (GC) a positividade se
restringiu aos nucleos das células da camada basal; porém no grupo tabaco (GT), esta se
estendeu as células das camadas parabasais e até mesmo as das camadas apicais,

indicando um grau maior de comprometimento nesse grupo.

Zidar et al.,(1996) avaliaram 50 bidpsias de laringe de pacientes fumantes,
dividindo histologicamente seus epitélios em normais, hiperplasicos, com ou sem
atipias, segundo a classificagdo de Kambic-Lenart (KAMBIC et al.,1971). Os autores
registraram 20 casos de carcinoma espinocelular, sendo a imunoexpressdo do anticorpo
ki-67 positiva em todos os casos, indicando ser este forte sinalizador de proliferacdo
celular. Cor et al.,(1997), em estudo com 40 bidpsias de laringe classificadas como o
estudo anterior, constataram 12,2% de positividade para o ki-67 nas laminas com
epitélio normal, 16% nas laminas com aéreas displésicas sem atipias, 25,7% nas laminas
com displasia com atipia e 33,8% de positividade nos carcinomas in situ. Segundo estes
autores, a fracdo de proliferacdo do Ki-67 aumenta com o grau de severidade da
hiperplasia. A falta de especificidade do ki-67 para lesdes malignas, foi constatada
também nos resultados deste estudo, bem como a relagdo entre o aumento do escore

com a severidade da alterag&o histologica.
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Rittd et al.,(2008), estudando a imunoexpressdo da ki-67 em 59 casos de
carcinoma espinocelular de orofaringe, cavidade oral e laringe, observaram que o
padrdo da imunomarcacdo restrito aos nucleos das células das camadas basais, € achado
frequente no epitélio normal e que a extensdo as demais camadas de células epiteliais é
0 padrédo observado nas areas displasicas e nas neoplasias. Essas observacdes puderam

ser constatadas no presente estudo.

Com o modelo animal de reproducdo de carcinogénese oral em hamsters
Vairaktaris et al., (2008) utilizaram o 9,10-Dimetil-1,2-benzantraceno durante 10, 14 e
19 semanas e descreveram a evolucdo dos eventos da carcinogénese oral, partindo da
hiperceratose e da hiperplasia epitelial, até o desenvolvimento da displasia e do
carcinoma. A imunoexpressdo do p53 aumentou gradualmente com o desenvolvimento
tumoral, porém a imunoexpressdo do Ki-67 elevou-se nos estagios iniciais da
carcinogénese oral e diminuiu nos estadios posteriores. Esses resultados demonstram a
maior especificidade da p53 sobre o anticorpo ki-67 na identificacdo de células

neoplésicas.

Pela anélise conjunta dos resultados deste estudo constata-se que a exposi¢éo
dos animais durante 60 dias & inalacdo de fumaca de cigarro culminou com danos
epiteliais benignos nos sitios estudados, mais evidentes em lingua e em faringe,
representados pela hiperplasia epitelial, aumento da camada de queratina e displasia de
grau leve. O tempo de exposicdo ndo foi suficiente para desenvolver displasia grave ou
neoplasia, justificando a imunoexpressao negativa da proteina p-53 em todas as laminas
estudadas. A elevada taxa de imunoexpressao positiva da proteina ki-67 em ambos os
grupos, porém mais evidente nos animais expostos a fumaca de cigarro, indicou

proliferacéo epitelial intensa e resposta mais expressiva ao agente inalatorio.




6. Conclusdo
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A exposicdo de animais a fumaca de cigarro durante 60 dias resultou em lesdes
benignas, identificadas pela microscopia de luz como hiperplasia epitelial, aumento da
camada de queratina e displasia de grau leve, alteracfes estas mais evidentes nos
fragmentos da lingua e da faringe. O tempo de exposicdo ndo foi suficiente para
desenvolver displasia de grau mais intenso ou neoplasia nos sitios examinados,
confirmado pela imunoexpressdo negativa da proteina p53 em todas as laminas
examinadas. A elevada taxa de imunoexpressdo positiva da proteina ki-67 em ambos 0s
grupos, porém mais evidente nos animais expostos a fumaca de cigarro, indica

proliferacéo epitelial intensa e resposta ao dano.
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