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Cabrera Ortega, AA. Estudo da carcinogénese bucal experimental utilizando-se o 6xido de
nitroquinolina (4-NQO) em ratos [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2014.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi validar as alteragdes teciduais e moleculares durante os
estagios iniciais do processo de carcinogénese oral experimental em ratos, utilizando-se 4-
NQO. Foram utilizados 20 ratos com aproximadamente 4 meses de idade, aleatoriamente
separados em grupos controle (n=10) e tratados com solugdo de 50 ppm de 4-NQO dissolvido
na agua de beber (n=10). Os animais do grupo controle foram sacrificados no primeiro dia
do experimento ¢ os animais do grupo experimental foram sacrificados apds 8 e 12 semanas
de tratamento. Os cortes histoldgicos provenientes da lingua foram corados por H&E ou
submetidas a reagdo de imunohistoquimica para detecgdo de PCNA, Bcl-2, SOCS1 ¢ -3 , ¢
STAT3. Parte dos espécimes foi utilizada para a verificagdo da expressao de Vimentina,
Cdhl, Cdh2 e TWISTI1 por RT-qPCR. Os resultados demonstraram que o tratamento com 4-
NQO apoés 8 semanas causou displasia epitelial severa e que houve exacerbagdao da atipia
celular apés 12 semanas de tratamento. A positividade dos anticorpos analisados, com
excecdo do STAT3, foi aumentada em ambos os periodos experimentais. Os resultados do
presente estudo apontam que tratamento com 4-NQO por 8 ou 12 semanas viabiliza avaliar

as displasias epiteliais experimentais tanto a nivel morfolégico quanto molecular.

Palavras-chave: 4-Nitroquinolina-1-Oxido, ratos, lingua, marcadores biologicos de tumor.



Cabrera Ortega, AA. Study of experimental oral carcinogenesis using nitroquinoline oxide (4-
NQO) in rats [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2014.

ABSTRACT

The aim of this study was to validate the tissue and molecular changes during the early stages
of experimental oral carcinogenesis in rats, using 4-NQO. Were used 20 rats with
approximately 4 months of age, randomly divided into control group (n = 10) and treated with
50 ppm of 4- NQO solution dissolved in drinking water (n = 10). The control group animals
were sacrificed on the first day of the experiment and the experimental rats were sacrificed
after 8 and 12 weeks of treatment. Histological sections from the tongue were stained with
H&E or subjected to immunohistochemistry analysis for detection of PCNA, Bcel — 2, SOCS1
and -3, and STAT3. Part of the specimens was used to verify the expression of vimentin,
Cdhl, Cdh2 and TWIST1 by RT - qPCR. The results showed that treatment with 4-NQO after
8 weeks caused severe dysplasia and cellular atypia was exacerbation after 12 weeks of
treatment. The positivity of antibodies analyzed, with the exception of STAT3 was increased
in both experimental periods. The results of this study indicate that treatment with 4-NQO for
8 or 12 weeks enables evaluating experimental epithelial dysplasias both morphological as

molecular level.

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

Oxido de nitroquinolina (4-NQO) possui capacidade de exercer potente estresse
oxidativo intracelular, por gerar 4-hidroxiaminoquinolona (4HAQO), um produto metabdlico
que se liga ao DNA, induzindo o aparecimento de um tumor bucal, mais especificamente
carcinoma espinocelular (CEC) (Kanojia et al.”°, 2006). O 4-NQO quando em contato com as
mucosas que recobrem principalmente a lingua e o palato de rato, induz alteragdes
moleculares que culminam no surgimento de discretas ou intensas atipias das células
epiteliais. O conjunto de células atipicas podem levar a atipias arquiteturais que sdo
facilmente identificaveis através de microscopio de luz transmitida comumente.

Os avangos no entendimento das alteragdes moleculares e celulares da
carcinogénese, incluindo as fases iniciais do processo, possibilitam nortear a identificagdo de
marcadores para que presumivelmente se estabeleca diagndsticos precoces e marcadores
prognoésticos. O antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA), genes reguladores de
apoptose (Bcl-2), genes supressores de sinalizagdo de citocinas (SOCS), genes transdutores de
sinais e ativadores da transcri¢cao (STAT), além dos biomarcadores Vimentina, Cdhl e Cdh2,
e TWISTI1 sdao exemplos de proteinas que direta ou indiretamente estdo envolvidas na
carcinogénese de forma geral, possivelmente participando na transformagdao de lesdo preé-
maligna oral em maligna (Feng et al.B, 2013; Ohara et al.36, 2013; Placzek et al.39, 2010;
Rong et al.*®, 2013; Wang et al. ©, 2013). Entretanto, o claro entendimento do processo inicial
da carcinogénese, que resultaria na transformacdo de um tecido saudavel em tecido que reside
um tumor, ainda precisam ser explorados, isto €, estudar a carcinogénese oral, sem perder de
vista as alteragdes das mucosas que, ocasionalmente, podem preceder o cancer da mucosa
oral, como por exemplo, as lesdes cancerizaveis ou potencialmente malignas.

Nesse contexto, para melhor compreensao do processo de carcinogénese em seus

aspectos teciduais e moleculares, modelos de estudos visando o entendimento da



17

carcinogénese bucal experimental sdo rotineiramente utilizados em diferentes animais de
laboratorio, principalmente murinos e ratos (Henriques et al. ', 2011; Loyola et al. **, 2011;
Noguti et al. *%, 2012). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os eventos
teciduais e moleculares envolvidos nos estagios iniciais do processo de carcinogénese

experimental, induzido pelo 4-NQO.



REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O processo geral de carcinogénese

2
De acordo com Kumar et al.

(2013) o mecanismo de formagdo do cancer,
carcinogénese, ¢ um processo de etapas multiplas tanto a nivel fenotipico quanto a nivel
genético, resultado do acimulo de varias mutagdes. Tal processo envolve 3 estigios
imprescindiveis a instalacdo da doenga:

» [Iniciag¢do - Esta ¢ a primeira etapa do processo de carcinogénese, onde as células
normais sofrem lesdo em seu DNA pela agdo de determinado agente carcinogénico,
tornando-se geneticamente modificadas;

»  Promogdo - Nesta segunda etapa, pela incapacidade de reparacdo, a lesio no DNA
celular torna-se permanente e a atuagdo de agentes denominados oncopromotores
favorece a proliferacdo celular enquanto afetam o mecanismo de apoptose dessas
células;

* Progressdo - Este ultimo estagio caracteriza-se pela multiplicacdo descontrolada e

irreversivel das células alteradas, e o cancer encontra-se instalado evoluindo até o

surgimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenga.

Portanto, todo o processo inicia-se quando determinado agente com propriedades
mutagénicas causa alteracdo no DNA celular, quadro este que pode ou ndo ser reparado.
Nesse ultimo caso de incapacidade de reparacdo do DNA, podem estar envolvidas mutagdes
hereditarias nos genes que influenciam esse reparo e/ou também naqueles responsaveis pelo
crescimento celular ou apoptose; resultando assim, em desregulada proliferagdo celular caso
ocorra ativagdo dos oncogenes promotores de crescimento e a inativagdo dos genes

supressores de tumor, e ainda na diminuicdo de apoptose uma vez alterados os genes que
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regulam esse mecanismo celular. Concomitante, a formagdo de novos vasos sanguineos
associada a possiveis mutagdes adicionais e evasdo da imunidade proporcionam a progressao
do tumor a determinado momento em que se torna uma neoplasia maligna, esta caracterizada

pela capacidade de invasao e metastase (Figura 1).

Figura 1 - Esquema simplificado do processo de carcinogénese.

T
DA [ombientois):
Reparo do DNA .1, v substincias quimicas
bem-sucedide = Radiagio
TR S

s [ g on
= Genes gue influenciam o

reparo o DNA .L
= Genes gue influenciam o

crescimenta celular  ou -
apoptose

Kumar et al. ** (2013) descrevem o dano genético ndo letal estar no 4mago da
carcinogénese, podendo tal dano (ou mutacdo) ser adquirido pela acdo de substincias
quimicas, radiagdo ou virus, ou ainda, ser herdada na linhagem germinativa. A hipdtese
genética do cancer sugere que uma massa tumoral resulte da expansado clonal de uma s6 célula
progenitora que sofreu dano genético. Ainda, de acordo com os autores, a nivel molecular a

progressdo tumoral e a heterogeneidade associada resultam, mais provavelmente, de multiplas
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mutacoes que se acumulam independentemente em diferentes geracdes de células, gerando
subclones com diferentes caracteristicas, como capacidade de invadir, taxa de crescimento,

capacidade metastatica, responsividade hormonal e suscetibilidade a drogas antineoplasicas.

2.2 Eventos moleculares envolvidos na carcinogénese

Atualmente a carcinogénese ¢ entendida ndo como produto de uma unica
muta¢do, mas sim como o resultado de um acimulo de alteragcdes no genoma de uma célula.
Essas alteragdes que se processam ao longo das multiplas geracdes de um clone celular,
acabam gerando progressivamente caracteristicas fenotipicas particulares que culminam, por
fim, com a manifestacdo completa do fenotipo neopléasico. Varios sdo os genes que, quando
alterados, participam de processos carcinogénicos. Em condi¢des normais, porém, esses genes
desempenham importantes papéis em vias relacionadas, ou a ativagdo, ou a proliferacao
celular. Quando o produto proteico normal desse gene age no sentido de promover a
prolifera¢do ou ativacdo celular, o gene mutado ¢ chamado de oncogene. Quando, por outro
lado, o gene codifica para alguma proteina que normalmente inibe a divisdo ou a ativacdo da
célula, a ele chamamos de antioncogene, ou gene supressor de tumor. Alguns genes sio
especificamente implicados na génese de determinados tumores, enquanto outros se
encontram alterados em vdérias neoplasias diferentes. Envolvidas a esses mecanismos, a
atividade e propriedades de algumas proteinas especificas, como os antigenos nucleares
marcadores da proliferacdo celular (PCNA), reguladores de apoptose (Bcl-2), supressores de
sinalizag¢do de citocinas (SOCS), transdutores de sinais e ativadores de transcri¢ao (STAT3),
além dos biomarcadores Vimentina, Cdhl, Cdh2 ¢ TWISTI1, vém sendo atribuidas ao
desenvolvimento e progressdo do cancer (Liu et al. 2 2010; Ogata et al. 3% 2006; Ohara et
al.36, 2013; Placzek et al. 39, 2010; Rong et al. 46, 2013; Wang et al. 65, 2013; Yuen et al. 70,

2007; Zhang et al.”*, 2013).
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2.2.1 Antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA)

O PCNA ¢ uma proteina nuclear que circunda o DNA nuclear, constituindo-se
como coordenador molecular dos mecanismos de sintese deste Gltimo, atuando no controle do
ciclo celular e na resposta e reparo a danos ao DNA, sendo expresso em quantidades
diferentes durante o ciclo celular e estando sua taxa de sintese diretamente relacionada com o
indice de células em proliferacdo (Zhao et al.”*, 2012).

Nesse contexto, estudo realizado acerca da atividade do PCNA em animais com
cancer demonstrou a expressao da proteina nos nucleos das células durante a fase de sintese
de DNA do ciclo celular, constituindo como indicador da proliferagdo do tumor,
demonstrando ainda, menor atividade da proteina nos grupos de animais que receberam
tratamento e obtiveram uma menor progressao do cancer (Rong et al. %2013).

Além da funcdo de replicagdo, o PCNA orienta outros importantes processos
celulares através da interagdo com uma série de proteinas envolvidas no processamento de
DNA e reguladoras do ciclo celular (De Biaso et al.lo, 2013). Portanto, devido a sua
correlagdo com os mecanismos de proliferacdo celular, esse antigeno constitui-se como
marcador geral do processo proliferativo das células, com importante valor diagndstico em
varios tipos de cancer (Guzinska-Ustymowicz et al. '¢.2009), e ainda devido a sua atividade
estabelecida, o PCNA vem sendo alvo de estudos que buscam, por exemplo, formas de inibir
sua atividade, desenvolvendo potenciais agentes anticancerigenos (Punchihewa et al. *°, 2012)

(De Biaso et al. ', 2013).

2.2.2 Bcl-2 (B-celllymphoma 2)

Bcl-2 ¢ um proto-oncogene descoberto originariamente por andlise de
translocagdo cromossomal associada ao linfoma folicular de células B (Bakhshi et al. 2 1985;

Tsujimoto et al. 9, 1985), e inicialmente sua atividade foi descrita como codificadora de
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proteina da membrana nuclear, da superficie interior da mitocondria, e do reticulo
endoplasmatico, revelando sua funcdo de supressor de apoptose (Vaux et al. ®', 1988)
(Nishimura *', 1999).

No contexto da carcinogénese, concomitante ao processo de diferenciacao e
proliferagdo celular do cancer, a morte celular programada (apoptose) ¢ outro mecanismo
essencial uma vez que, normalmente, elimina a maioria das células cujo controle do ciclo
celular ¢ perturbado por mutacdes oncogénicas (Adams, Cory ' 2007). Durante a
carcinogénese as células cancerosas desenvolvem a capacidade de evitar a apoptose por meio
da regulagdo positiva de proteinas anti-apoptoticas e / ou de regulacdo negativa de vias de
sinalizagdo pro-apoptoticas, permitindo sua sobrevivéncia mesmo quando submetidas a
tratamentos quimioterapicos ou danos no DNA que normalmente desencadeiam respostas
citotoxicas, sendo a familia de ambas as proteinas pro6 e anti-apoptoticas de Bcl-2, reguladoras

centrais dos mecanismos de apoptose (Placzek et al. >, 2010).

2.2.3 Transdutores de Sinais e Ativadores de Transcrigdo (STAT)

As proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcricio (STAT)
representam um grupo de fatores de transcrigdo latente no citoplasma celular constituindo-se
de sete diferentes membros, como descrito por Darnell ° (1997) (Calo et al. ’, 2003). De
acordo com Horvath '® (2000) tais fatores podem ser ativados por uma série de proteinas de
sinalizacdo extracelulares, tais como citocinas, fatores de crescimento e hormdnios que se
ligam a receptores especificos da superficie celular promovendo diferentes papéis nos
processos celulares fisiologicos normais, tais como a diferenciagdo, proliferacdo, apoptose e
angiogénese (Calo et al.’, 2003).

No entanto, como descreve Bowman et al. 3 (2000) a ativagdo anormal de STAT

ocasiona diferentes eventos patoldgicos, como por exemplo, a transformacgdo celular e
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oncogénese (Calo et al. ’, 2003). De acordo com os autores (Buettner et al. ®, 2002; Yu et al.”’,
2009) os fatores de transcricdo STAT, especialmente STAT3, desempenham um papel vital
na iniciacdo e progressdo do cancer e, portanto, como estabelecido por Bromberg et al. ’
(1999) a sua ativagdo leva a excessiva expressao de unidades oncogénicas que conduzem a
proliferacio e metastases, e inibem a apoptose (Wang et al. >, 2013). Wang et al. © (2013)
destacam como aspecto importante na resposta aos agentes patogénicos a ativagao do fator de
transcrigdo STAT3 em resposta a citocina IL-6, constituindo-se como uma resposta normal
controlada pelo principal regulador negativo supressor da sinalizagcdo de citocina, a proteina

SOCS3.

2.2.4 Supressores de Sinalizagao de Citocinas (SOCS)

Os supressores de sinalizagdo de citocinas (SOCS), especialmente SOCS3 e
SOCSI1, sdo proteinas classificadas como reguladoras negativas das vias de sinalizacdo STAT
(Yasukawa et al. ®®, 2000) e, por meio dessa atividade estdo envolvidas no desenvolvimento
de cancer (Ohara et al. *°, 2013). De acordo com Ogata et al. 3% (2006), a remissdo da
expressdo de SOCs3 conduz a hiperativagdo de STAT3, podendo contribuir no processo de
carcinogénese e desenvolvimento de neoplasias malignas através da indu¢do de multiplos
genes oncopromotores (Ohara et al. 3¢2013). Algumas atividades sdo descritas acerca de
SOCS3, como sua atuagdo na supressdo do crescimento celular em céncer de pulmao
(Jablons'®, 2003), e ainda resisténcia a apoptose e aumento da proliferacdo celular em
carcinoma hepatocelular (Ogata et al.>>, 2006), nesses dois Gltimos casos pela ndo expressdo
daquela proteina (Trengove, Ward ', 2013).

Devido apresentar diversos efeitos sobre diferentes linhagens de células, SOCS1
tém sido estudada no contexto de varias doengas autoimunes, como lipus eritematoso (Song

et al. 2, 2006), artrite reumatoide (Tsao et al. >, 2008) e cancer (Zhang et al. 2.2012), e de
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forma semelhante a SOCS3, a proteina SOCS1 pode influenciar a transducdao de sinais
proliferativos através da regulacdo STAT atuando na sobrevivéncia, diferenciacao e
transformacdo celular como descrito por Cooper et al. ® (2010) (Zhang et al. ’?, 2012). Ainda,
sua atividade foi encontrada inibindo o crescimento de células cancerosas em prostata
(Neuwirt et al. %, 2009), estando o aumento de sua expressdo associado a resisténcia na
transformagao oncogénica celular, através da inibicdo da proliferacao e induzindo apoptose
(Cooper et al. %, 2010) , evidenciando a fungio de SOCSI como supressor de tumor no
processo de carcinogénese. Entretanto, suas fungdes em células tumorais durante a
carcinogénese parecem ser complexas e controversas, devido em alguns casos ser observada
uma expressdo elevada em algumas células tumorais e, em outros, sua expressdo estar

silenciada (Zhang et al. 2.2012).

2.2.5 Vimentina, Cdhl, Cdh2 e TWIST1

O processo de transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT) persiste durante todo o
desenvolvimento embriondrio dos mamiferos e também existe nos processos fisiopatoldgicos,
incluindo a cicatrizacdo de tecidos e fibrose de oOrgdos, estando implicado também no
processo de carcinogénese, promovendo infiltragdo de células tumorais e metastases (Liu et
al.?*, 2014). A EMT ¢é caracterizada pela perda combinada das proteinas de juncio de células
epiteliais, tais como E-caderina (Cdhl), e o ganho de marcadores mesenquimais, tais como a
vimentina, N-caderina (Cdh2) e TWIST1, que em conjunto proporcionam as células epiteliais
a perda de suas caracteristicas, € o ganho de propriedades mesenquimais, tornando-se moveis
e adquirindo capacidade invasiva (Rho et al. ¥, 2009).

A vimentina quando associada as células epiteliais, indica a transi¢do destas para
células mesenquimais, sugerindo possivel quadro de invasdo celular e metéstase (Liu et al. =,

2010; Nijkamp et al.**, 2011). De forma semelhante, outro gene relacionado ao processo de
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transi¢do celular epitelial para mesenquimal ¢ o Cdh2, que também esta relacionado a
fenotipos malignos, estando altamente expresso em carcinoma oral de células escamosas
(Domenico et al. '', 2011). Por outro lado, a reducdo da expressio de Cdhl favorece o
processo de transicao da célula epitelial em mesenquimal, por proporcionar a perda de adesao
entre as células, promovendo a progressao do processo carcinogénico. Ainda, implicado a
progressao da carcinogénese encontra-se o TWIST1, gene envolvido em processos tardios, e

atuando como preditor de metastases distantes (Xie et al. °®, 2009).

2.3 Oxido de Nitroquinolina (4-NQO) como Modelo para o Estudo da

Carcinogénese Bucal Experimental

Os primeiros modelos de estudo para carcinogénese bucal foram introduzidos pelo
uso de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), reconhecidos como grupo de
substancias das mais potentes em oncogénese quimicamente induzida, sendo os principais
exemplos de HPA o DMBA (dimetilbenzatraceno), o metilcolantreno, o benzopireno e o
oxido de nitroquinolina (4-NQO) - (Brasileiro et al. 42000).

Sintetizado por Ochiai em 1945 (Ochiai et al. 34, 1957) o uso do 4-NQO em
mucosa bucal foi descrito pela primeira vez por Fujino et al. ' em 1965, os quais induziram
carcinoma de labio em hamsters através de aplicacdo topica do carcindgeno. Entretanto, o 4-
NQO como modelo experimental de carcinogénese bucal tornou-se mais utilizado quando
Wallenius, Lekholm * (1973), empregaram o carcindgeno diluido a 0,5% em propilenoglicol
na boca de ratos; e desde entdo tem sido extensivamente usado para indugdo de carcinoma em
variadas estruturas e diferentes animais, incluindo formas distintas de aplicacdo e varidveis
periodos de exposi¢do ao carcindgeno.

Constituido a partir de uma quinolina que reage com perdxido de hidrogénio

incorporando um radical nitro, acredita-se que os efeitos carcinogénicos do 4-NQO sejam
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decorrentes da redugao enzimatica do seu grupo nitro presente num dos seus anéis aromaticos,
seguida da formagdo de wum composto intermediario conhecido como 4-
hidroxiaminoquinolona-N-6xido (4HAQO) — (Henriques et al. '’ 2011, ). De acordo com

Kanojia et al. %

(2006), o 4HAQO induz um forte estresse oxidativo intracelular com a
geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), como os radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio, os quais parecem ser os responsaveis pela inducdo de mutacdes em bases
nitrogenadas do DNA, delecdes e conversdes genéticas e aberragdes cromossomicas, além de
quebras e trocas de cromatina (Tanaka et al. >, 2002). Ribeiro et al. ** (2004) demonstraram
aumento significativo no dano do DNA incluindo sitios com reparag¢do incompleta, em apenas
4 semanas de utilizacdo de 4-NQO, e concomitante a essa atividade Nishimura et al.>' (1999)

e Okazaki et al. 8

(2002) descreveram aumento da expressao de Bcl-2 anteriormente a
mudangas histologicas no tecido quando empregado o carcindgeno (Kanojia et al. %, 2006).

O Oxido de Nitroquinolina (4-NQO), como um dos tipos de substincia
cancerigena pertencente ao grupo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), foi
considerado o melhor carcindgeno atualmente disponivel para a producao da carcinogénese
bucal em ratos, por induzir a formac¢do dos estagios sequenciais da carcinogénese (iniciagao,
promocao e progressao), e estudos evidenciam que suas alteragdes histologicas e moleculares
sao similares as que ocorrem em humanos, promovendo a formagdo de tumores bem
diferenciados (Kanojia et al. *°, 2006). Alguns estudos (Nauta et al. *°, 1995; Yuan et al. ®,
1997; Tang et al. >, 2004) ja afirmavam que modelos de 4-NQO poderiam ser os melhores
sistemas experimentais disponiveis para investigacdo das alteragdes histologicas e

moleculares que ocorrem durante a carcinogénese bucal em humanos, e da progressao do

cancer (Tang et al. °°, 2004).
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2.3.1 Métodos de aplicacao do 4-NQO

A literatura demonstra que a aplicagdo do 6xido de nitroquinolina (4-NQO) na
cavidade bucal ocorreu inicialmente em 1965, quando Fujino et al. '° utilizaram o carcindgeno
diluido a 0,25% em benzeno, aplicando-o topicamente (Tanaka et al. > 2002; Tang et al. *°,
2004).

A partir desse estudo, variados métodos de aplicacao do 4-NQO foram sugeridos
e introduzidos na pesquisa da carcinogénese experimental. Entretanto, o carcindgeno utilizado
através da diluicdo em benzeno foi substituido algum tempo depois pelo preparo diluido a
0,5% em propilenoglicol e aplicado trés vezes por semana utilizando-se um pincel, como
demonstrado no estudo de Wallenius, Lekholm ** (1973). O mesmo método de aplicagdo foi
utilizado por Henriques et al. '” (2011), em seu estudo, onde grupos experimentais receberam
a aplicag@o do 4-NQO diluido a 0,5% em propilenoglicol, com auxilio de um pincel, na borda
lateral esquerda da lingua.

A literatura demonstra estudos (Loyola et al. »2011) embasados no protocolo
descrito por Tang et al. °6(2004), em que o carcinogeno 4-NQO ¢ diluido inicialmente em
propilenoglicol (5 mg/ml) e depois em agua filtrada até atingir a concentracao final de 100
pg/ml, sendo que durante todo o periodo de tratamento, a solu¢ao de 4-NQO ¢ preparada e

trocada semanalmente nos frascos de beber dos animais. Noguti et al. **

(2012) em seu estudo
avaliaram alteragdes induzidas pelo 4-NQO utilizando-se uma solugdo de 50 ppm do
carcindgeno na agua dos animais, por um periodo minimo de 4 semanas, 12 e maximo de 20
semanas.

Diante dos métodos de aplicacdo demonstrados pela literatura e considerando-se
as observacdes de Svensson, Heiden * (1982) e Steidler, Reade > (1984), de que o periodo de

aplicagdo assim como a concentragdo do 4-NQO influenciam, modificando a quantidade e o

tempo de aparecimento das lesdes, ¢ necessario considerar que tanto o modo de aplica¢do do
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4-NQO quanto o periodo de exposi¢ao devem ser empregados dentro de parametros que
facilitem e viabilizem o experimento, mantendo a capacidade do agente carcinogénico a
indugdo do processo de carcinogénese. De acordo com Kanojia et al. ?° (2006) diferentes
dosagens e periodos de indu¢ao empregando-se o carcindgeno devem estar de acordo com
diferentes linhagens, condi¢des e/ou dieta em que sdo expostos 0s animais.

Considerando-se que uma das vias mais importantes de administragdo dos
carcindgenos bucais ¢ através de solucdes liquidas (Okazaki et al. 38, 2002; Vered et al. 62,
2003; Ribeiro et al. 44, 2005), e ainda, baseando-se no processo de varias etapas da
carcinogénese caracterizada pela iniciagdo, promocao e progressdo do tumor, atualmente a
administracdo cronica de 4-NQO, associada a 4gua de beber, simula de forma muito
semelhante o processo carcinogénico como ocorre no ser humano, estabelecendo-se essa
metodologia como a principal forma de carcinogénese bucal experimental (Fracalossi et al. 1

2011; Nogutti et al. %, 2012).

2.3.2 Lesdes causadas pelo 4-NQO

A primeira descri¢do sobre indugdo de cancer pelo 4-NQO foi em 1965 quando
Fujino et al.”®, ao aplicar o carcinégeno em labio de rato, observaram desenvolvimento de
carcinomas tanto de labio quanto de lingua.

Em seu estudo, Noguti et al. 32 (2012) realizaram a aplicagdo do carcindgeno na
agua dos animais por um periodo minimo de 4 semanas, 12 e maximo de 20 semanas, e
observaram as primeiras modificagdes somente a partir da 12* semana de aplicagdo do 4-
NQO, havendo desde hiperplasias, hiperqueratoses, at¢ displasias de formas moderadas; e a
partir da 20® semana relataram displasias de moderadas a severas, e carcinoma de células

escamosas, com predominancia desse tltimo tipo.
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Henriques et al. ' (2011) realizaram estudo em ratos aplicando topicamente o 4-
NQO em borda lateral esquerda da lingua, e observaram displasias leves a moderadas apds 2
meses de aplicacao do 4-NQO, ocorrendo modificagdes mais acentuadas apenas a partir do
terceiro e quarto meés, estando presentes além de displasias moderadas, carcinomas in situ e
carcinoma superficialmente invasivo, respectivamente.

De acordo com Mognetti et al. *° (2006), aplicacdes repetidas do 4-NQO
produzem carcinoma espinocelular em lingua de ratos; e tais mudancas histopatoldgicas
observadas no epitélio lingual durante o processo sdo hiperplasia, atipia leve, moderada e
severa antes da formacdo do carcinoma invasivo (Tanaka et al. >, 2002).

Ha poucos trabalhos na literatura abordando os efeitos do 6xido de nitroquinolina
sobre os tecidos gengivais. Wallenius, Lekholm ®* (1973) relataram leses em gengiva
inferior em trés, dos treze ratos tratados com 4-NQO por sete meses. Ja em outros locais,
obtiveram maiores porcentagens de lesdes, sendo 100% de presenga de lesdes em palato e

75% de lesdes em lingua. Ohne et al. >’

(1981) relataram inducdo de carcinoma espinocelular
ap6s 7 meses de tratamento em todos os ratos tratados, sendo que 18 ratos apresentaram

lesdes em lingua, 15 no palato duro, 4 no palato mole, 2 na mucosa julgal e 3 ratos

apresentaram lesdes na gengiva, sendo duas destas lesdes ulceradas.
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3 PROPOSICAO

= Este trabalho teve como objetivo validar as alteracdes teciduais € moleculares durante
os estagios iniciais do processo de carcinogénese experimental, induzido pelo 4-NQO

em ratos.

3.1 Objetivos especificos

» Validar as alteragdes epiteliais induzidas pelo 4NQO, através da analise histologica

pela coloragao de H&E.

» Avaliar a imunoexpressao de antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), genes
reguladores de apoptose (Bcl-2), supressores de sinalizacao de citocina (SOCSI e -3),

transdutores de sinal e ativadores da transcri¢cdo (STAT3);

* Analisar a expressdo génica por RT-qPCR de Vimentina, Cdhl, Cdh2 e TWISTI.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP (Proc. CEUA
n°® 14/2012) (Anexo).

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvergicus albinos, Holtzman), machos, com
aproximadamente 3-4 meses de idade, provenientes do Biotério Central do Campus de
Araraquara. Os animais foram aleatoriamente separados em 2 grupos de 10 animais (grupo
controle e grupo experimental) ¢ mantidos em gaiolas plasticas (5 animais por gaiola) em um
ambiente com temperatura (21iIOC), umidade (65-75%) ¢ ciclos de luz (12h claro-12 escuro)
controlados, com livre acesso a ra¢do e agua. Os animais do grupo controle, que nao foram
submetidos a nenhum tipo de tratamento, foram sacrificados no primeiro dia do experimento
(Vered et al. ®, 2007; Noguti et al. >, 2012). Os animais do grupo experimental foram
submetidos ao tratamento com solugdo de 50 ppm de 4-NQO (Sigma, USA) dissolvida na
agua de beber por 8 ou 12 semanas. O protocolo de tratamento com 4-NQO se baseia no
processo de iniciagdo, promog¢ao e progressao do tumor no rato, semelhante ao que acontece

no ser humano (Ribeiro et al. *, 2007) (Figura 2).

4.2 Sacrificio

O sacrificio dos animais do grupo experimental ocorreu ao final da §* e 12°
semana do inicio do experimento, por aprofundamento anestésico, composto por 80mg/kg de

peso corporal de cetamina e 20 mg/kg de peso corporal de xilazina (Figura 2).
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Figura 2 - Representa¢do esquemadtica dos periodos estabelecidos para a administracio
diaria de 4-NQO e sacrificio dos animais.

SACRIFICIO
GRUPD 1

GRUPO 2 - Administracgo diaria de 4-NQ0 na agua

0 4 8 12 gy SEMANAS

Sacrificio Sacrificio
(5 ratos do grupo 2) (5 ratos do grupo 2)

PESAGENS / AVALIACOES SEMANAIS

4.3 Observacdes macroscopicas

Apos o sacrificio dos animais de ambos os grupos, a lingua de cada animal (n=5) foi retirada,
fixada em formol tamponado a 10% (pH 7.2) durante pelo menos 48h. Apods a fixacao
realizou-se a andlise macroscopica das linguas. Foi observado se houveram modificagdes de
contorno, alteragdes de coloracdo, ulceras e lesdes exofiticas. Em seguida as linguas foram
lavadas em agua corrente por 24h. Apds estes procedimentos, as linguas foram incluidas em
parafina para obtencao de cortes semi-seriados de Sum de espessura no sentido longitudinal
(antero-posterior). Foram obtidos 40 cortes da lingua, por animal de cada grupo, onde metade
dos cortes foi corada com Hematoxilina e eosina (H&E), e a outra metade submetida a reagao

de imunohistoquimica.
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4.4 Observacgbes microscopicas

A andlise descritiva dos padrdes morfoldgicos foi realizada com auxilio de um
microscopio de luz transmitida comumente (Carl Zeiss, Germany). De acordo com os achados
histologicos as lesdes foram classificadas em displasias e suas variagdes.

Nas regides que apresentaram displasias, foram adotados os critérios de Smith &
Pindborg®' (1969) para avaliagdo. As alteragdes do epitélio displasico avaliadas foram: cristas
interpapilares bulbosas ou em forma de gota, perda de polaridade das células basais,
estratificacdo irregular do epitélio, queratinizagdo de células individuais ou grupos de células
da camada espinhosa e perda de coesdo celular tipica. As alteragdes das células displasicas
avaliadas, também seguiram os critérios de Smith, Pindborg® (1969): nucleos grandes e
proeminentes, relagdo nucleo/citoplasma aumentada, nucleos hipercromaticos, pleomorfismo
celular, aumento na atividade mitotica, presenga de mitoses atipicas.

Na presenca de tais alteragdes, era realizada a classificagdo quanto a intensidade

displasica de acordo com os critérios propostos por Van Der Waal ° (1997):

e Displasia leve: alteragdes limitadas a por¢ao basal e parabasal do epitélio.
e Displasia moderada: presenca de alteragdes desde a camada basal até a por¢do média
da camada espinhosa.

e Displasia severa: alteragdes desde a camada basal até um nivel acima da por¢ao média

do epitélio.

Sempre se considerou, na avaliacdo de um mesmo animal, a lesdo de maior severidade para

fins de classificacao.
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4.5 Imunohistoquimica

Foram utilizados cortes histologicos da por¢do posterior da lingua de 5 animais
por grupo e de ambos os periodos (8 e 12 semanas), devido serem observadas alteragdes mais
acentuadas nessa regido, como demonstrado pelas observagdes microscopicas por H&E. A
reacdo de imunohistoquimica foi realizada para detec¢do de antigeno nuclear de proliferagao
celular (PCNA), marcadores de apoptose (Bcl-2), bem como supressores da sinaliza¢do de
citocinas (SOCS1 e SOCS3), e ativadores de transcricdo (STAT3). O procedimento para
imunohistoquimica foi otimizado para cada anticorpo/proteina alvo: PCNA (1:100 —
Invitrogen 133900), Bcl-2 (1:200 — abcam 7973), SOCS1 (1:200 — Santa Cruz Biotechnology
9021), SOCS3 (1:200 — abcam 16030), STAT3 (1:200 — Santa Cruz Biotechnology); ¢ a
deteccdo das proteinas alvo realizada pelo sistema DAB-streptavidina (LSAB-2, Dako
Cytomation). Em sintese, cortes seriados (5 um de espessura) das pegas incluidas em parafina
foram obtidos e subsequentemente montados em laminas silanizadas. As laminas receberam
laminulas de vidro colocadas com permount, devidamente nas condi¢des a serem observadas
e fotografadas com microscopio de luz transmitida comumente. A andlise da intensidade da
marcacao por imunohistoquimica foi realizada pelo método H-score. Para a determinagdo do
H-score, tanto a intensidade (0-3) da marcacao positiva quanto a percentual (0-100) de células
com marcagao positiva de uma determinada intensidade foram levados em consideracao. Por
exemplo, uma amostra com 10% das cé€lulas com intensidade 3; 30% das células com
intensidade 2; 20% com intensidade 1 e 40% das células ndo coradas, resultara em um H-
score de 110 - (10x3)+(30x2)+(20x1)+(40x0) =110. O H-score foi determinado para cada

proteina alvo de cada grupo experimental.
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4.6 Expressao génica de RNAmM - RT-gPCR em tempo real

Foram utilizadas amostras de 5 animais por grupo, referentes apenas ao periodo
de 12 semanas. O RNA total referente a parte final da regido posterior das linguas coletadas,
foi extraido com o kit RNeasy MiniR (Qiagen) segundo as instru¢des do fabricante. A
quantidade e pureza do RNA proveniente das amostras foram determinadas em
espectrofotometro de luz UV por meio da avaliagdo das absorbancias a 260 nm ¢ da relacao
entre as absorbancias a 260/280 nm, respectivamente. A sintese do DNA complementar
(cDNA) foi feita por reacdo de transcricdo reversa (RT) de 300 ng de RNA total utilizando
2.5 uM de primers Oligo (dT)-16 e 1.25 U/uL da transcriptase reversa obtida do virus da
leucemia Moloney de roedores (Moloney murine leukemia virus) na presenca de 5.5 mM de
MgCI2, 2 mM de dNTPs e 0.4 U/uL de inibidor de RNAse, segundo o protocolo do fabricante
(High Capacity cDNA synthesis kit, Applied Biosystems). As reacdes de PCR foram feitas
em placas de 96 pogos com um volume final de 20 pL que inclui Tagman Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystems)
para cada gene: Twistl (twist homolog 1), Rn 00585470 sl; Vim (Vimentin),
Rn00579738 ml; Cdhl (cadherin 1), Rn00580109 m1; Cdh2 (cadherin 2), 00580099; Gapdh
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), NM008084. As condigdes das reagcdes de PCR
foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos €
60°C por 1 minuto. Para cada amostra, as anélises da expressdo génica foram realizadas em
duplicata. Para normalizar a quantidade de cDNA total presente em cada reag@o, a expressao
de GAPDH, que ndo foi alterada pelas condi¢des experimentais, foi usada como controle
enddgeno por ser um gene constitutivo. Para comparar os niveis de expressdo entre as
diferentes amostras, o nivel de expressao relativa dos genes foi calculado usando o método

comparativo ACT utilizando o software da termocicladora.
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4.7 Analise dos resultados

Os dados obtidos da analise de imunohistoquimica e da expressao génica foram
analisados através de andlise estatistica utilizando-se o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Foi empregado o teste ANOVA (one-way)
e como pos-teste foi utilizado o teste de Tukey, para comparagdes multiplas entre os grupos
de determinado periodo de tempo. Todos os testes desse estudo foram aplicados com nivel de

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

5.1 Peso Corporal dos Animais

O tratamento com 4-NQO ndo demonstrou diferengas significativas de peso
corporal dentro dos mesmos periodos experimentais. O ganho de peso corporal de todos os

ratos apos 8 e 12 semanas apresentou-se uniforme.

5.2 Avaliacdo Macroscépica

Ao término dos respectivos periodos experimentais foi verificada discreta
modificagdo macroscopica quando comparado ao grupo controle. Nos animais submetidos a
carcinogénese pelo periodo de 8 semanas, foi observado que as linguas apresentavam apenas
diferenga na rugosidade; enquanto que no periodo de 12 semanas essa caracteristica foi
acompanhada pela presenca de areas opacas, distribuidas principalmente nas regioes média e
posterior da lingua. Entretanto, foram alteracdes imensuraveis, devido ao ténue delimitacao de

contorno.

5.3 Avaliacao Microscépica (H&E)

Microscopicamente, as linguas dos animais do grupo controle apresentavam-se
recoberta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado em toda sua extensdo dorsal,
diferindo morfologicamente de acordo com a regido analisada (anterior, média e posterior). A
regido anterior era revestida por epitélio com interdigitagdes menos proeminentes quando
comparadas as outras regides (média e posterior), estando recoberto por delgada camada de
queratina (Figuras 3A e 4A). A regido média apresentava aspectos semelhantes, adquirindo

um discreto espessamento tanto do epitélio quanto da camada de queratina, delineando
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aspecto de dente de serra (Figuras 3B e 4B). Era possivel observar ainda, na regido média
mais proxima ao inicio da area posterior, as papilas fungiformes descritas com aparéncia de
cogumelo recobertas por epitélio de maior adelgagamento (Figuras 3B e 4B). Na regido
posterior o epitélio projetava-se de forma proeminente, tanto em dire¢ao ao tecido conjuntivo
quanto para a face externa, apresentando-se recoberto por espessa camada de queratina com
caracteristicas de dente de serra, regido onde estao localizadas as papilas filiformes (Figuras
3C e 40).

Ap6s o tratamento com 4-NQO por 8 semanas verificou-se discreta ou nenhuma
mudanga na espessura do epitélio da regido anterior quando comparado a lingua dos animais
do grupo controle, apresentando uma displasia leve (Figuras 3D e 4D / Tabela 1). Foi
observada atrofia epitelial da por¢do média e ainda, presenga de mitoses atipicas na camada
espinhosa acompanhada de mudancas nas caracteristicas de normalidade das células basais,
traduzindo-se em displasia moderada, além de perda da caracteristica de dentes de serra da
camada de queratina (Figuras 3E e 4E / Tabela 1). No mesmo periodo, foram observadas
alteragdes mais evidentes na regido posterior da lingua, havendo acentuado espessamento
epitelial com maior aprofundamento das cristas epiteliais em dire¢cdo ao tecido conjuntivo,
maior quantidade de figuras mitoticas, perda de polaridade celular e perda de adesdo das
células basais, traduzindo-se em displasia severa (Figuras 3F e 4F / Tabela 1).

Apos o tratamento com 4-NQO por 12 semanas, foram verificadas mudangas
morfologicas mais acentuadas no tecido epitelial quando comparadas as linguas dos animais
do grupo controle e submetidos a carcinogénese por 8 semanas. Nas regides anterior € média
foi observada maior proliferacdo celular, figuras de mitoses atipicas em maior nimero,
relagdo nucleo/citoplasma aumentada, traduzindo-se em displasia moderada, ocorrendo
também modificacdo da camada de queratina (Figuras 3G e 4G / Figuras 3H e 4H) (Tabela 1).

Na regido posterior as alteracdes foram mais pronunciadas, intensa quantidade de figuras
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mitoticas estendendo-se a camada epitelial granular, perda de adesdo intercelular, distirbio de

polaridade das células basais, correspondendo a displasia severa (Figuras 31 e 41 / Tabela 1).

Em um caso, observou-se fenda do epitélio com rompimento da camada granulosa (Figuras 31

e 4I), como visualizado em maiores detalhes na Figura 5.

Tabela 1 — Critérios utilizados na caracterizagdo microscopica das displasias epiteliais encontradas nos

ratos tratados com 50ppm de 4NQO por 8 e 12 semanas.

Periodo ' ' 8 Semanas | 12 Semanas
Grupos Controle.  4NQO 4NQO
Mitoses anormais aumentadas X ¥ tHit
Hiperplasia das células basais X + 4+
Rete pegs em forma de gota X ++ +H++
Distarbio de polaridade das células basais X + -
Alteragdo da relagdo nicleo citoplasma X + +++
Hipercromatismo nuclear X + +++
Nucléolo aumentado e proeminente X + ++++
Estratificacdo epitelial irregular ou distirbio da maturagdo| X + +4++
Pleomorfismo nuclear e celular X + ++++
Ceratinizagdo anormal X + +++
Perda ou redugdo da adesdo intercelular X + -
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Figura 3 — Fotomicrografias comparando os diferentes estdgios da carcinogénese em lingua de ratos. As figuras A, B
e C correspondem as regides anterior, média e posterior, do grupo controle, respectivamente, onde pode ser
observada na figura B estrutura da papila fungiforme (*). As figuras D, E e F correspondem as regides anterior,

média e posterior, do grupo submetido ao 4-NQO pelo periodo de 8 semanas, respectivamente. E as figuras G, He |
correspondem as regides anterior, média e posterior, do grupo submetido ao 4-NQO pelo periodo de 12 semanas,
respectivamente. Podem ser observadas alteracGes epiteliais e atipias celulares mais acentuadas na regido
posterior de ambos os periodos, porém mais severas no periodo de 12 semanas de carcinogénese pelo 4-NQO.
Coloragdo H.E. x20
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Figura 4 — Fotomicrografias em maiores detalhes, respectivas as figuras dispostas na FIGURA 3 comparando os
diferentes estagios da carcinogénese em lingua de ratos. As figuras A, B e C correspondem as regides anterior,
média e posterior, do grupo controle, respectivamente, onde pode ser observada na figura B estrutura da papila
fungiforme (*). As figuras D, E e F correspondem as regiGes anterior, média e posterior, do grupo submetido ao 4-
NQO pelo periodo de 8 semanas, respectivamente. E as figuras G, H e | correspondem as regides anterior, média e
posterior, do grupo submetido ao 4-NQO pelo periodo de 12 semanas, respectivamente. Podem ser observadas
alteracGes epiteliais e atipias celulares como mitoses atipicas (ver setas), por exemplo, desde a regido média,
porém de forma mais acentuada na regido posterior de ambos os periodos, demonstrando maior severidade no
periodo de 12 semanas de carcinogénese pelo 4-NQO. Ainda, na figura |, pode-se verificar fenda do epitélio com
rompimento da camada granulosa. Coloragao H.E. x40
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Figura 5 — Fotomicrografia referente a darea posterior de lingua, do grupo submetido a
carcinogénese por 4-NQO pelo periodo de 12 semanas, onde foram observadas as altera¢Ges mais
severas, caracterizando-se neste caso displasia severa, acompanhada de fenda do epitélio com
rompimento da camada granulosa. Nesta figura podem ser observadas atipias celulares acentuadas
(ver setas), como alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma das células, perda de adesdo das células

basais, mitoses atipicas em grande quantidade, e invaginacio da camada de queratina (¥).

Colorac3o H.E. x40
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5.4 Analise imunohistoquimica

A imunomarcagdo do PCNA foi exclusivamente nuclear, onde a totalidade das
amostras do grupo controle apresentou expressdo positiva para PCNA (H-score = 273%)
sendo a marcacdo mais restrita as células da camada basal, assim como para o grupo
experimental. Em ambos os periodos experimentais, a expressao do anticorpo foi aumentada
em 147% (H-score =402%) e 111% (H-score = 305%), respectivamente, com o tratamento de
4-NQO comparando-se com o controle, porém esse aumento ndo foi significativo (p> 0,05)
(Figura 6).

O anticorpo Bcl-2 apresentou marcacao exclusivamente em membrana, para todas
as amostras (100%) do grupo controle (H-score = 146%), ocorrendo nos diferentes estratos do
epitélio, o que também foi observado no grupo experimental de ambos os periodos. Apds 8 ou
12 semanas de tratamento com 4-NQO, a marcacao para Bcl-2 aumentou 226% (H-score =
331%) e 210% (H-socre = 307%), respectivamente, sendo que somente os valores obtidos
apés 8 semanas de tratamento foram significativos quando comparado ao grupo controle
negativo (p< 0,05) (Figura 7).

A marcagdo para SOCSI também ocorreu em membrana celular, demonstrando
positividade em 100% das amostras avaliadas no grupo controle (H-score = 45%),
distribuindo-se nos diferentes estratos do epitélio da lingua, assim como no grupo
experimental de ambos os periodos. O aumento do anticorpo no grupo tratado com 4-NQO
diferiu estatisticamente quando comparado ao controle (p< 0,05), tanto no periodo de 8
quanto 12 semanas, apresentando aumento de 251% (H-score = 113%) e 177% (H-score =
80%), respectivamente, em relacdo ao controle negativo. (Figura 8).

Para o anticorpo SOCS3 a imunomarcagcdo ocorreu tanto em membrana

citoplasmatica quanto citoplasma, e apresentou positividade em 100% dos casos avaliados no
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grupo controle (H-score = 39%), estando distribuida em todas as camadas epiteliais,
demonstrando o mesmo padrao de distribuicdo nas amostras do grupo experimental. A
expressao do anticorpo foi aumentada em 505% (H-score = 197%) e de forma
estatisticamente significante no grupo tratado com 4-NQO, referente ao periodo de 8 semanas
(p< 0,05); enquanto que no periodo de 12 semanas esse aumento foi de 148% (H-score =
58%), porém ndo diferindo estatisticamente do grupo controle (p> 0,05) (Figura 9).

A imunomarcacdo de STAT3 também ocorreu tanto em membrana quanto em
citoplasma, ocorrendo em 100% das amostras do grupo controle (H-score = 20%) e
distribuindo-se em todos os estratos epiteliais, assim como no grupo experimental referente a
cada periodo. Contrariamente aos demais anticorpos a expressdo de STAT3 apresentou-se
reduzida no grupo tratado com 4-NQO comparada ao grupo controle, tanto em 8 quanto 12
semanas, ocorrendo em 30% (H-score = 6%) e 5% (H-score = 1%), respectivamente;

diferenca esta, estatisticamente significante apenas para o grupo do periodo de 12 semanas

(p< 0,05) (Figura 10).
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Figura 6 — Fotomicrografias evidenciando a marcagdo pelo anticorpo PCNA, em regido posterior da lingua. O
grupo controle € representado pela imagem A, e as imagens B e C representam os grupos submetidos a
carcinogénese pelos periodos de 8 e 12 semanas, respectivamente. Reagdo de imunohistoquimica x40. Grafico
representativo da expressao do anticorpo. As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais os desvios-
padrdo. (Nao houve diferenca estatistica, p> 0,05)
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Figura 7 — Fotomicrografias evidenciando a marcagio pelo anticorpo Bcl-2 em regido posterior da lingua. O grupo
controle ¢ representado pela imagem A, e as imagens B e C representam os grupos submetidos a carcinogénese pelos

periodos de 8 e 12 semanas, respectivamente. Reagdo de imunohistoquimica x40. Grafico representativo da
expressdo do anticorpo. As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrdo. (* p< 0,05 em
relagdo ao grupo controle)

3 controle
EZ] 4NQO 8 Semanas

E= 4NQO 12 semanas
500

400+

b 1
200+ —I—

1004

Bcl-2 + (%)




51

Figura 8 — Fotomicrografias evidenciando a marcagio pelo anticorpo SOCS1 em regifo posterior da lingua. O grupo
controle € representado pela imagem A, e as imagens B e C representam os grupos submetidos a carcinogénese pelos
periodos de 8 e¢ 12 semanas, respectivamente. Reagdo de imunohistoquimica x40. Grafico representativo da
expressdo do anticorpo. As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrdo. (* p< 0,05 em
relagdo ao grupo controle)
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Figura 9 — Fotomicrografias evidenciando a marcagio pelo anticorpo SOCS3 em regifo posterior da lingua. O grupo
controle € representado pela imagem A, e as imagens B e C representam os grupos submetidos a carcinogénese pelos
periodos de 8 e¢ 12 semanas, respectivamente. Reagdo de imunohistoquimica x40. Grafico representativo da
expressdo do anticorpo. As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrdo. (* p< 0,05 em
relagdo ao grupo controle)

“100um R 4 _ Rl 'V
. v \ \ .
v < x4

3 controle
EZl 4NQO 8 Semanas
E 4NQO 12 Semanas

300+
*
X
= 200 ;
+ .l ! Cuu
oo i
8 100+
s — el
I S




53

Figura 10 — Fotomicrografias evidenciando a marcagdo pelo anticorpo STAT3 em regido posterior da lingua. O
grupo controle ¢ representado pela imagem A, e as imagens B e C representam os grupos submetidos a
carcinogénese pelos periodos de 8 e 12 semanas, respectivamente. Reagcdo de imunohistoquimica x40. Gréfico
representativo da expressdo do anticorpo. As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais os desvios-
padrdo. (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle)
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5.5 PCR em tempo real

A andlise da expressao génica foi realizada apenas para as amostras de 12
semanas, ¢ os dados obtidos da andlise de RT-qPCR foram avaliados utilizando teste de
Tukey para comparagdes multiplas entre os grupos de cada gene analisado.

Observou-se que a expressao do gene Cdh2 foi significativamente aumentada
apos o tratamento com 4-NQO, em relagdo ao grupo controle (p< 0,05). Da mesma forma, a
expressao de Cdhl1 apresentou-se elevada apds o tratamento com 4-NQO em relagdo ao grupo
controle (p< 0,05).

A expressdo de Vimentina e TWISTI foi aumentada apds o tratamento com 4-
NQO em relagdo ao controle negativo, porém nao de forma significativa (p> 0,05). (Figura

11)
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Figura 11 - Graficos representativos da expressdo génica, por RT-qPCR, para as amostras referentes ao periodo
experimental de 12 semanas. As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrao. (*

p< 0,05 em relagdo ao grupo controle)
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6 DISCUSSAO

O 4-NQO ¢ considerado um carcindgeno rotineiramente utilizado no estudo da
carcinogénese bucal em ratos. De modo geral, o 4-NQO ¢ usado por aplicagdo tdpica ou
administrado na 4gua de beber (Nishimura *' 1999; Henriques et al. '’, 2011; Nogutti et al. **,
2012; Noguti et al. >, 2013). A forma de administracio e dose de 4-NQO utilizada no
presente trabalho foram baseadas em trabalhos anteriores, os quais demonstram ser bem
toleradas e farmacologicamente ativas na indugio de cancer oral em ratos (Ribeiro et al. **,
2005; Ribeiro et al. 45, 2007; Noguti et al. 32, 2012). Alguns trabalhos administram a solug¢do
de 4-NQO através de pincelamento diario na regido posterior da lingua, o que poderia a nosso
ver, estabelecer outras variaveis cientificas que ndo aventadas no presente trabalho poderiam
interferir nos presentes resultados, como por exemplo, o estresse. Devemos enfatizar que a via
de administracao que utilizamos nesse experimento assim como os periodos experimentais,
ndo comprometeram o desenvolvimento dos animais. Entretanto, avaliagdo das funcdes
hepaticas, renais ou mesmo as analises histopatoldgicas desses 6rgdos nao foram realizadas
nesse trabalho. De modo geral os trabalhos que utilizam o 4-NQO como protocolo em
modelos animais tém como principal objetivo a inducdo de tumores bem estabelecidos
(Kaplan et al. 21, 2002; Mognetti et al. 26, 2006; Sioga et al. 50 , 2006; Henriques et al. 17, 2011).
No presente trabalho, as displasias epiteliais estavam estabelecidas 8 semanas apds o inicio do
tratamento com o carcindgeno, confirmando alguns trabalhos anteriores que foram
desenvolvidos em ratos, porém nao foram observadas alteragdes nas semanas que
antecederam esse periodo. E interessante salientar que a incidéncia de alteracdes linguais
utilizando o modelo experimental do presente trabalho foi de 100%, confirmando os

resultados descritos por Nishimura *' (1999) ¢ Noguti et al. ** (2012).
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Todos os ratos do grupo controle utilizados no presente trabalho foram
sacrificados no inicio do experimento. O sacrificio do grupo controle no inicio do
experimento, foi determinado baseando-se em trabalhos classicos de Vered et al. ® (2007) e

1.32

Noguti et a (2012) que sacrificaram os animais no inicio do periodo experimental,

enquanto que Zhao et al. "

(2013) utilizaram o mesmo protocolo experimental, entretanto, os
ratos do grupo controle ndo foram sacrificados no inicio do experimento e foram tratados
apenas com o veiculo de diluicdo do 4-NQO, no caso a agua, e ndo foram observadas nenhum
tipo de alteracdo nas linguas dos ratos. Portanto, podemos aventar a hipotese de que o veiculo
utilizado para a dilui¢do do 4-NQO ndo tem potencial para induzir alteragdes neopldsicas em
ratos ndo tratados com 4-NQO. Também podemos hipotizar que sacrificando os animais do
grupo controle no inicio do experimento, mantém-se todas as caracteristicas morfologicas
normais dos tecidos a serem estudados com esse protocolo. Entretanto temos que considerar
que a importancia da presenca de grupos controle ndo podem ser sub-estimados.

Os resultados do presente trabalho também confirmam que a localizag¢do da lingua
escolhida para ser analisada ¢ imprescindivel. De fato, a localizagdo ou a regido analisada da
lingua pode ser referencial e especifica para avaliacdo do efeito do 4-NQO. Sugere-se,
portanto, que o desenvolvimento de lesdes na regido posterior da lingua verificado nesse € em
outros trabalhos, quando comparado a outras regides, se deva a maior tempo e area de contato
do carcindgeno durante a degluti¢do (Henriques et al. '” 2011).

Os resultados na avaliacdo qualitativa da regido posterior da lingua, confirmaram
os achados de trabalhos anteriores, mostrando presenca de atipias celulares e displasia
epitelial apos 8 e 12 semanas de tratamento com 4-NQO. O agravamento das alteracdes
microscopicas foi proporcional ao aumento do tempo experimental, resultados estes

confirmados pelos dados obtidos pelo H-score. Andlise quantitativa feita por H-score, como

utilizado no presente trabalho, dentro das vantagens de suas informagdes, ¢ amplamente
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utilizada em investigacdes cientificas, contribuindo e confirmando de forma efetiva os
achados qualitativos, o que certamente proporciona seguranga ¢ melhor entendimento dos
processos patologicos. Muitas vezes, a analise qualitativa de um processo patologico nao
permite extrair conclusdes firmes a respeito de elementos numéricos, que s6 podem ser
obtidos mediante estudos quantitativos. A similaridade deste trabalho com os demais acontece
nos periodos de tratamento por 12 semanas, visto que, alguns autores ndo observam
significantes alteragdes epiteliais nos periodos de tratamento mais curtos, isto €, anteriores a 8
semanas.

No sentido de abordar e validar o diagnostico laboratorial na fase inicial da
caracinogénese, utilizamos a técnica de imunohistoquimica para deteccio de
imunomarcadores que possam apresentar significado prognostico e terapéutico nessa fase.
PCNA, Bcl-2, SOCS1 e -3, e STAT3 foram avaliados, considerando-se o papel de cada uma
dentro da carcinogénese. O antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA), genes
reguladores de apoptose (Bcl-2), genes supressores de sinalizagdo de citocinas (SOCS), genes
transdutores de sinais e ativadores da transcricdio (STAT), além dos biomarcadores
Vimentina, Cdhl e Cdh2, e TWISTI sdo exemplos de proteinas envolvidas na carcinogénese
de forma geral, possivelmente atuando na transformacdo de lesdo pré-maligna oral em
maligna (Feng et al. 13, 2013; Ohara et al. 36, 2013; Placzek et al. 39, 2010; Rong et al. 46, 2013;
Wang et al. , 2013).

A imunopositividade para PCNA, antigeno nuclear associado a proliferagdo, que ¢
especifico para as células nas fases ativas do ciclo celular (De Biasio et al. '°, 2013), foi
encontrada apenas nas células da camada basal e parabasal do epitélio normal, enquanto nas
displasias a marcacao era evidente também nas células das camadas espinhosa e superficial, o
que esta de acordo com outros estudos (Faria et al. %, 2006; Silva et al. **, 2007). Verificou-se

ainda, que qualitativamente apds 12 semanas de tratamento com 4-NQO a imunomarcagao era
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mais exuberante. Essa observagao foi confirmada pelos maiores valores obtidos pelo H-score.
Tais resultados estao de acordo com outros trabalhos que utilizam o 4-NQO para inducao de
CEC em ratos (Kaplan et al. >, 2002; Silva et al. *, 2007; Moon et al. %/, 2012).

A positividade dos demais anticorpos analisados, com excecado do STAT3,
também foi aumentada em ambos os periodos experimentais. Observou-se que a expressao de
Bcl-2 foi elevada apés o tratamento com 4-NQO, como verificado por Nishimura *' (1999),
que também utilizou da mesma metodologia do presente trabalho estudando a carcinogénese.
Este aumento representa a sobrevivéncia das células com ciclo celular alterado e manutengao
da proliferacdo celular desordenada, traduzindo-se por inibir a apoptose e logicamente
contribuindo na progressdo do processo de carcinogenecidade (Adams, Cory ' 2007). No
presente trabalho, a imunomarcagdo de SOCS1 manteve-se aumentada apds 12 semanas de
tratamento com 4-NQO. Esses resultados estdo parecidos com os achados Raccurt et al. *'
(2003). Pode-se interpretar o aumento dessa positividade com a resisténcia na transformacao
de uma célula normal em neoplésica, como citado por Cooper et al. ® (2010). Apesar de
aumentada a imunomarcac¢do de Bcl-2 apds 12 semanas, essa elevacdo foi menor que no
periodo de 8 semanas, possivelmente devido a atividade de SOCS1 que apresentou maior
imunopositividade apés 12 semanas, correspondendo ao descrito por Cooper et al. ® (2010)
que demonstram em seu trabalho a indugao de apoptose por SOCSI1, e portanto promovendo a
redugdo de Bcl-2. Contrario aos resultados para SOCS1, a imunopositividade para SOCS3 foi
reduzida apos 12 semanas de tratamento com 4-NQO quando comparado aos valores obtidos
no periodo de 8 semanas. Embora utilizando protocolos experimentais distintos, os resultados
do presente trabalho vdo ao encontro com os resultados obtidos por Rossa Jr et al. ¥’ (2012)
que avaliaram a imunomarcacao de SOCS3 em linhagens celulares de carcinoma de cabega e
pescoco e observaram significante reducao da proteina nos estagios iniciais da carcinogénese.

Confirmando esses achados Ohara et al. *® (2013) analisaram a imunomarca¢io de SOCS3
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em diversos tipos de cancer, confirmando sua participacao nos eventos precoces do processo
carcinogénico. Portanto, nossos resultados estdo de acordo com a literatura, o que significa
que a redugdo da positividade de SOCS3 e o aumento de SOCS1 sdao inversamente
proporcionais ao tamanho do tumor. Portanto, de forma semelhante a SOCS3, a proteina
SOCSI1 pode influenciar a transdugdo de sinais proliferativos através da regulacio STAT
atuando na sobrevivéncia, diferenciagdo e transformacao celular como descrito por Cooper et
al.®, (2010). Esta atividade & reforgada ao observar-se a expressido de STAT3, que no presente
trabalho foi reduzida, possivelmente associada a modulacdo de SOCS, especificamente
SOCS3, estando sua ativagdo relacionada a excessiva expressdo de unidades oncogénicas que
conduzem a proliferacdo e metastases como demonstra Wang et al.® (2013), sendo sua
expressao diretamente proporcional ao desenvolvimento do tumor.

Concomitante a ocorréncia desses eventos, observamos também, por avaliagao de
RNAm a expressao de Cdhl e 2, Vimentina e TWIST1, genes envolvidos na progressdao do
processo carcinogénico por participarem no mecanismo de transi¢ao da célula epitelial para
mesenquimal, onde as células epiteliais perdem suas caracteristicas e adquirem propriedades
mesenquimais tornando-se moveis e com capacidade de invasdo (Rho et al. >, 2009; Zhang et
al. . 2013). Os resultados demonstraram elevado nivel de expressdo de Cdh2, Vimentina e
TWIST]1, caracterizando de fato a progressao da carcinogénese, como ja descrito na literatura
(Liu et al.”, 2010; Silva et al.*®, 2012; Zhang et al. °, 2013). E interessante notar que esse
aumento foi estatisticamente significante em relagdo ao controle, apenas na expressao de
Cdh2, sugerindo que a ocorréncia de transicdo das células epiteliais em mesenquimais foi
expressiva, 0 que permite considerar potencial processo de malignizacdo. Paralelamente,
verificamos também o aumento de Vimentina e TWIST1, porém de modo nao significativo; o
que representa e acompanha as modificagdes observadas na avaliagdo histopatologica, as

quais nao apresentaram aspectos de invasdo celular devido abranger os estagios iniciais da
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carcinogénese. Ainda, observamos aumento significativo de Cdhl; quando o curso e
progressao do processo carcinogénico sdo caracterizados pela diminui¢do desse gene, que
reduzido promove a perda de adesdo entre as células proporcionando o mecanismo de
transi¢do da célula epitelial em mesenquimal, o que ¢ relatado por diversos trabalhos (Zhang
et al. , 2013; Yang et al. ®’, 2014). E apesar desse dado ndo estar de acordo como implicito
na literatura, pode ser explicado pelas observacdes de Liu et al.** (2014), que também
demonstraram o aumento de Cdhl em amostras teciduais de cancer, decorrente da baixa
regulacdo da molécula alpha4, sugerindo o potencial papel dessa molécula no controle da
migrac¢do e/ou invasdo celular através da modulagdo da expressdo de Cdhl.

De forma geral, a expressdo das proteinas e genes avaliados ¢ pertinente as
alteracdes histopatologicas observadas, representando de forma adequada os estagios da
carcinogénese. Ainda, pode-se afirmar o potencial de malignizacdo das lesdes pré-
neoplésicas, representadas pelas displasias em seus variados graus, que mesmo nao
demonstrando  caracteristicas histopatologicas condizentes com processo maligno
estabelecido, apresentam risco iminente de progressdo e invasdao decorrente das alteragdes
subcelulares ocorrendo de forma concomitante. Entretanto, estudos futuros sdo sugeridos,
considerando-se a ampla ocorréncia de vias implicadas nos eventos moleculares da

carcinogénese, € que podem atuar e modular de formas distintas esse processo.
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7 CONCLUSAO

1. As alteragdes teciduais observadas nos periodos experimentais confirmam a
propriedade do 4-NQO no desenvolvimento da carcinogénese.

2. Os biomarcadores PCNA, Bcl-2, SOCS1, SOCS3, Cdhl, Cdh2 e Vimentina,
estdo aumentados nas displasias epiteliais induzidas pelo 4-NQO, sugerindo que estes
participam nas etapas iniciais da carcinogénese.

3. Os biomarcadores STAT3 e TWIST1 estdo envolvidos nas displasias epiteliais
severas.

4. Os genes e proteinas avaliados podem atuar como preditores na transformacao

dos periodos iniciais da carcinogénese.
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ANEXO




AVA
Avgev UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Araraquara

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Proc. CEUA n° 14/2012

Araraquara, 26 de Outubro de 2012

Senhores Pesquisadores:

A Comissdo de Etica no Uso de Animal - CEUA desta Faculdade reunida em
22/10/2012, apds a avaliagio do projeto de sua responsabilidade intitulado
“Influéncia do curcumim na modulagdo da carcinogénese oral experimental
induzida por 4-NQO em ratos” (Proc. CEUA n° 14/2012) AUTORIZA a realizagdo
da pesquisa, porém com as seguintes recomendagdes necessarias: que se efetue um
controle diario do estado de saide dos animais, verificando e registrando os
pardmetros informados na resposta do Pesquisador a pendéncia da CEUA, bem
como monitorar o peso dos animais trés vezes por semana. As respostas fornecidas
pelo Pesquisador devem ser incorporadas no formulario do protocolo inicial,
portanto este deve ser refeito e entregue a CEUA, ficando a apresentagdo do
RELATORIO FINAL para AGOSTO/2013.

Atenciosamente.
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DD. Pesquisador Responsavel

a/c Adriana Cabrera Ortega e Vinicius de Paiva Gongalves
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