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ROSA LEB. EXPRESSAO DA PROTEINA NUCLEAR DE
PROLIFERACAO CELULAR (PCNA), DA 8-CATENINA E DO AgNOR,
NA ETAPA INICIAL DO PROCESSO DE CARCINOGENESE
QUIMICAMENTE INDUZIDO PELO DMBA, EM BORDA LATERAL DE
LINGUA DE HAMSTERS SiRIO DOURADO (Mesocricetus auratus).
2006, 104f. Tese de Livre-Docéncia — Faculdade de Odontologia de Séo
José dos Campos, Universidade Estadual Paulista. Sdo José dos Campos.

RESUMO

O modelo de cancer bucal em hamsters exibe muitas semelhangas com o
desenvolvimente do cancer oral em humanos. A capacidade proliferativa é uma
das principais caracteristicas das células neoplasicas ¢ a detecgdo de células
proliferativas permite, através de sua contagem, obter uma estimativa das taxas
de crescimento neoplasico, com conseqlente repercussac no prognéstico e no
tratamento das lesdes. Foram utilizados 40 hamsters Sirios dourados, machos e
fémeos, com peso aproximado de 150 gramas, com dois a seis meses de idade.
A seguir, foi aplicada solugdo de DMBA na borda lateral esquerda da lingua dos
animais por oito semanas. Os animais foram sacrificados, e as linguas
removidas foram fixadas em formol tamponado a 10%. O cortes histolégicos
foram corados pela prata para marcagao das NOR e pelos anticorpos PCNA e B-
catenina. Os dados obtidos receberam tratamento estatistico pelo teste ANOVA
e teste de Tukey. Apds analise dos resultados pudemos concluir que as
associacdes da técnica pelo AQNOR e a imunoistoquimica pelo PCNA refletiram
a maior atividade proliferativa das células analisadas. O modelo de
carcinogénese experimental em borda lateral de lingua de hamster é uma
metodologia que se presta para estudo por imunoistoqufmica. E finalmente, que
os anticorpos PCNA e B-catenina podem ser utilizados, nos casos leucoplasia,
para analisar possiveis areas de transformacgio maligna.

PALASVRAS-CHAVE: PCNA, B-catenina, imunoistoquimica, carcinogénese
quimica, hamsters Sirio dourado.



1 INTRODUGAO
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No inicio dos anos 2000, com a crescente demanda de
trabalhos de pesquisa em carcinogénese experimental, buscando o
entendimento dos complexos mecanismos multifatoriais envolvidos neste
processo, iniciamos os primeiros trabalhos em carcinogénese em modelo
animal no Laboratéric de Patologia Cirdrgica, da Disciplina de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP.,

Ao abragarmos esta idéia, procuramos estabelecer etapas
de implantagdo, para que pudéssemos desenvolver e aplicarmos uma
metodologia segura, eficiente e que pudesse ser reproduzida
sistematicamente, em um espago de tempo adequado, sem colocar em
risco todos agueles envolvidos, ex. técnicos de laboratério, alunos de
iniciagdo cientifica, alunos de pds-graduagéo e pesquisadores.

Dessa forma, passamos a implantar um modelo de
carcinogénese animal com aplicagéo de DMBA em borda lateral de lingua
de hamster. Nesta fase, entre a quarta e vigésima semanas de aplicagao,
analisamos os resultados obtidos em material processado para
histoquimica pela H/E.

Posteriormente, abrimos outra frente de pesquisa, ao
estudarmos a agao de fitoterapicos durante o processo de carcinogénese

em pele de camundongos hairless, também com o uso de DMBA. Mais
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recentemente, iniciamos uma nova linha de pesquisa, desta vez com
aplicacéo de dose unica de DMBA no interior de glandula submandibular
de ratos. Os resultados iniciais mostram-se animadores e promissores.

Estando os modelos de implantagido bem estabelecidos,
passamos aos estudos enfocados mais nos mecanismos da
carcinogénese propriamente dito, com utilizagdo de marcadores
imunoistoquimicos, os quais serdo abordados, com mais profundidade,
nos proximas capitulos.

Vale ressaltar que a utilizagdo de marcadores
imunoistoguimicos abre um amplo campo de estudos, embora nem todos
os anticorpos disponiveis no mercado possam ser usados em modelo
animais  experimentais, principalmente pela incompatibilidade
interespécimes.

O presente estudo tem por objetivo avaliar a participagéc
do PCNA e da B-catenina nas etapas iniciais do processo de
carcinogénese em modelo experimental.

Entretanto, nao devemos perder de vista que a
carcinogénese quimicamente induzida é uma entre inUmeras vias de
sinalizacdo na qual uma célula epitelial pode ser ativada no processo de

carcinogénese.



2 REVISAO DA LITERATURA
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Numa pesquisa direcionada ac estudo da carcinogénese
em modelos experimentais em animais, discorrer sobre toda a literatura
disponivel acerca dos efeitos carcinogénicos de inUmeros materiais
quimicos industriais e ambientais tornar-se-ia tarefa impraticavel, aléem de
realmente improdutiva.

Desta maneira, agrupar os fatos mais relevantes de cada
item gue apresentassem relacdo direta com carcinogénese, em modelos
experimentais na borda lateral de lingua de hamster Sirio dourado, teve
como objetivo situar o leitor e fazer uma breve atualizacdo sobre este
tema.

Embora o tema em questdo venha se firmando cada vez
mais como linha de pesquisa desta Disciplina, ndo podemos perder de
vista que um dos objetivos mais importantes sera a sintese deste trabalho,
e consegilentemente, sua submisséo para apreciagdo e publicagdo em

periddico de impacto da area.



CARCINOGENOS E CARCINOGENESE

Os agentes indutores de carcinogénese gquimica s&o
denominados genericamente de carcindgenos. Podemos dividir os
agentes carcindgenos em: 1) agentes fisicos (radiagéc ultravicleta e
ionizante); 2) agentes bioldgicos (virus) e 3) agentes quimicos, que
podem agir de maneira conjunta ou isolada (BOSSO & FROES, 2002).

Considera-se que, para uma substincia ser um
carcindgeno efetivo, ela deve interagir principalmente com constituintes
celulares, incluindo as proteinas, os lipideos, e o mais importante, com 0s
acidos nucléicos, que constituem o material genético das células. Um
carcinégeno completo é aquele que deve possuir atividade iniciadora e
promotora simultaneas, ja o carcinégeno incompleto apenas a agao
iniciadora (GUZMAN-SILLVA & GUIMARAES, 1985).

Existern, basicamente, trés tipos de carcinégenos
quimicos. Componentes que tenham estruturas que permitam esse tipo
de reacéo agem diretamente, aqueles que requerem ativagédo metabdlica
agem de maneira indireta. E finalmente, 0s carcinogenos nao-genotoxicos

e 0s epigenéticos parecem ndo se ligarem com o DNA das células,



embora possam formar adutos com outros constituintes celulares

(BOSSO & FROES, 2002).

Relativamente poucos carcinégenos agem de maneira
direta, uma vez gue essas substancias facilmente tornam-se instaveis.
Carcinogenos de acéo direta muite reativos podem nido ser potente por
causa de todas as reagdes intermediarias necessarias antes de atingir um
receptor. Carcinbgenos de acdo direta ndo representam um risco
consideravel para a populagdo em geral. Contudo, pessoal médico
envolvido no tratamento de pacientes com agentes quimioterapicos, como
a ciclofosfamida, devem estar atentos aos possiveis riscos dessas drogas

(BRASILEIRO FILHO et al., 2004).

Carcindgenos de agéo indireta constituem aqueles que se
apresentam estaveis no ambiente e, portanto, sdo mais susceptiveis a
entrarem em contato com a populacdo em geral. Tais agentes, também
chamados de pré - ou pré-carcinbgenos requerem uma ativagao
metabolica antes de interagirem com macromoléculas celulares

(BRASILEIRO FILHO et al., 2004).

Desta maneira, o metabolismo € governado pc;r muitos
fatores como a espécie, linhagem, sexo, idade, dieta, enzimas indutoras
ou inibidoras, sistema imune, entre outros fatores. Estudos metabélicos
tém identificado espécies ou linhagens gue apresentam a falta de um

sistema enzimatico necessario para metabolizar certos pré-carcinégenos
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para a forma ativa. Animais podem nao apresentar um receptor celular
para ativacdo de moleculas, como no caso de algumas linhagens de
camundongos que ndo respondem aos hidrocarbonetos policiclico
aromaticos (HPA), por ndo possuirem um receptor Ah (BOSSQO & FROES,

2002),

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) provém
principalmente da queima de plantagdes agricolas, da fumaca do tabaco,
da combustdo do carvao, da combustdo de derivados do petroleo e de

motores de veiculos (FRANKS & TEICH, 1990).

Estes compostos ndo sao ativos na forma em que sédo
ingeridos ou inalados, tornando-se reativos apenas apos serem
enzimaticamente convertidos, por meio de reagbes especificas do

metabolisme (BOSSO & FROES, 2002).

Uma vez em contato com organismos, a aril
hidrocarboneto hidroxilase (AHH) vai medir a oxidacdo dos HPA e o
produto serd a formagaoc de metabdlitos primarios epdxidos, que s&o
inativados pela formacdo de conjugados, com pouca ou nenhuma
reatividade com o DNA. Porém, se esse epoxido for hidratado a diidrodiol,
esse composto sofre nova oxidagéo dando origem ao diidrodiol epodxido,
forma genotodxica final altamente reativa e, portanto, com maior facilidade
para reagir com o0s centros nucleofilicos do DNA (BOSSO & FROES,

2002).
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Dentre os principais exemplos do grupo dos HPA esta o
9,10-dimetil-1,2-benzantraceno ou também conhecido como 7,12-
dimetilbenzantracenc (DMBA), que & o carcindgeno mais potente desse
grupo. Apresenta como mecanismo de ac¢do a formacgao de epoéxidos que
se ligam aoc DNA e provocam a transcricdo A:G ou C:T (BRASILEIRO
FILHO et al., 2004).

Estudos recentes tém demonstrado que a concentracéao
da solucédo de DMBA, a periodicidade nas aplicagées e o tempo total de
indugdo variam de acordo com o animal utilizado e a localizagao
anatbmica, além do tipo histologico de lesdo a ser reproduzida
(FARNOUSH & MACKENZIE, 1983; KLIGMAN, 2002; KITAKAWA, 2003,
BOLANHO, 2004; BOLANHO et al., 2005).

O modelo de cancer bucal em hamsters exibe muitas
semelhangas com o desenvolvimento do c&ncer oral em humancs. Os
aspectos comuns incluem a disseminacao metastatica do cancer primario
preferencialmente para os linfonodos, alteracées na expressao
oncogénica (ex. p53 efou ras), a expressao de marcadores de proliferagéao,
a expressdo de y-glutamil transpeptidase, um aumento na marcac¢ao das
queratinas de baixo peso molecular, uma resposta de linfécitos citotoxicos
e citocinas imunologicas (ex. fator de necrose tumoral), um aumento no
crescimento tumorai como resuitado da atuacdo de varios fatores de
crescimento {ex. fator de crescimento epitelial, fator de crescimento

transformante), a necessidade de uma neovascularizagdo durante a
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carcinogénese bucal, e por fim, uma resposta a quimiopreventivos (ex.
retindides, tocoferdis, carotendides), inibindo ou prevenindo o
desenvolvimento de lesdes pré-malignas ou carcinomas epidermaides
invasivos (KLIGMAN, 2002).

Autores tém estudadc vérios sistemas de testes em
roedores, peixes, néo-vertebrados e em embrides de aves in ovo. Os
testes em tumor de pele de camundongos e o tumor focal de figado em
ratos tem sido utilizados para se introduzir os conceitos basicos iniciais de
carcinogénese de curta e média duragao.

Testes de carcinogénese em roedores de curta e média
duragéo foram realizados em pulmaoc (YAMANAKA et al., 1996; ROSS et
al., 1995; BUTLER, 1996; MONRO, 1996; ALBANES &t al., 1996), em rins
(SWENBERG, 1993; SHORT, 1993; CUNNINGHAM et al., 1993}, em
bexiga urinaria (IATROPOULOS et al., 1994; WHYSNER & WILLIANS,
1996), em péncreas (CHU et al., 1997, HERRINGTON et al., 1997}, em
estdbmago (WHYSNER et al., 1994; SILVA et al., 1995, FURIHATA &
MATUSHIMA, 1995), em colon (QIN et al., 1994; MAGNUSON et al,,
1994), em intestino deigado (YAMANE et al., 1991; OKUZUMI et al., 1992,
JAGADEESAN et al., 1994) e na cavidade bucal (TANAKA et al., 1994,
TANAKA et al., 1995).

O primeiro autor que obteve neoplasias intrabucais em
animais experimentais foi Bonne, em 1925, através do pincelamento de

alcatrdo de carvao em pele de ratos. O autor observou gue 0s animais



pincelados desenvolveram papilomas na boca e no estémago (EVESON
& MACDONALD, 1981).

A importante combinagdo enfre tecido susceptivel e
carcindégeno potente foi descoberta por Salley (1954), quando investigava
os efeitos dos HPA carcinogénicos na mucosa da bolsa jugal de hamsters.
O autor observou que a mucosa aonde o DMBA foi aplicade frés vezes
por semana durante 16 semanas desenvolveu quatro estagios
histologicos: hiperplasia, papiloma, carcinoma in silu e carcinoma
epidermoide, com ou sem presenca de metastase.

Autores como Heller et al. (1996) modificaram a técnica de
Salley, através da utilizacdo de fio de sutura de algodao embebido com
DMBA, trocados semanalmente, e obtiveram 90% de sucesso ha indugéo
de carcinoma epiderméide.

Numerosos protocolos experimentais para testes de
carcinogenicidade de curta e meédia duragao tem sido descritos nos
atimos anos. A maioria destes estudos procura estabelecer um modelo
animal para o cancer bucal humano, efou elucidar os mecanismos
envolvidos no efeito de carcinégenos humanos sabidamente
carcinogénicos previamente identificados em estudos epidemiolégicos.

Os tumores de iabio, cavidade oral e nasal podem ser
produzidos através do pincelamento com 4-nitroquinolina-N-éxido (4NQO)
no palato duro por quatro semanas {(JOHANSSON et al, 1989).

Carcinogénese de lingua pode ser iniciada através da exposi¢do ao
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4NQO na agua de beber por oito semanas (TANAKA et al., 1995). Porque
esses modelos sao ferramentas valiosas para a detecgido dos efeitos
anticarcinogénicos (TANAKA et al., 1994), resultados variados de estudos
sobre a promocao até com carcindgenos por aspiragac nasal
(JOHANSSON et al., 1991}, fazem com que esses modelos sejam menos
apropriados para teste carcinogénicos.

A indugao quimica de carcinoma epiderméide no modelo
de carcinogénese em bolsa jugal de hamsters Sino dourado € uma
complementacio interessante do modelo de carcinogénese em pele. A
aplicagao topica repetida de carcinégeno quimice dentro da bolsa jugal
resulta em hiperqueratose e inflamacio crénica apos 4-6 semanas,
hiperqueratose e atipia epitelial apds 6-8 semanas, carcinoma in situ apos
8-10 semanas, e carcinoma epidermdide invasive apds 10-16 semanas
(SOLT et al., 1987).

O protocolo de dois estagios foi intreduzido por Gimenez-
Conti & Slaga, em 1993. Uma simples aplicagao tépica de DMBA na bolsa
jugal é utilizada como droga iniciadora. O tratamento de promogao
comega duas semanas apos a iniciacéo e continua por 45 semanas.
Utilizado peroxido de benzoila como controle positivo na promogéo, 0s
primeiros tumores aparecem apds 20 semanas.

Para estudos sobre carcinogénese em gléndulas salivares,
a implantacdo de pellets de DMBA dentro da glandufa submandibular

(SHEEHAN & SHKLAR, 1972) ou dentro da glandula sublingual de ratos
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(ROWE et al, 1970) foram utilizados para iniciar o processo de
carcinogénese. As atipias ocorreram dentro de oito semanas apos
implantacao dos peflefs e os primeiros tumores desenvolveram dentro de
10 semanas (SHKLAR & TURBINER, 1971). Embora esta abordagem
nao preencheu a definicao de iniciagdc de dose sub-carcinegénica de um
agente carcinogeno, pode ser usado para demonstrar os efeitos
moduladores da carcinogénese nas glandulas salivares.

Em relac&o aos solventes utilizados, 0 DMBA foi utilizado
dissolvido em acetona (SALLEY, 1954); 6leo mineral (SALLEY, 1955;
SALLEY, 1957), parafina liquida (EVESON & MACDONALD, 1981) e
dimetil-sulféxic (DMSQ) (DACH]| et al., 1967).

Porém, somente em 1973, com o trabalho de Fujita et al.
descobriu-se que a lingua do hamster, mais precisamente a por¢éo média
da borda lateral, era o local de aplicacdo mais efetivo do DMBA. Anos
mais tarde, Marefat & Shklar (1977) demonstraram que néo éra
necessario provocar escarificagdo prévia na regiac para obtencéo dos
carcinomas, como postulado anteriormente por Fujita et al. {1873).

No Brasil, um dos primeiros grupos a estudar
carcinogénese hucal foi 0 de Fassoni et al. (1993). Os autores utilizaram
DMBA dissolvidc em acetona na concentragéo de 0,5%, com aplicagao na
lingua, sem escarificagéo prévia da regio.

Posteriormente, Bolanho (2004), Bofanho et al. (2005),

estabeleceram como linha de pesquisa ufilizada no laboratério de
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Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos -
UNESP, a carcinogénese induzida na porgdo meédia da borda lateral da
lingua de hamsters, com aplicagio trés vezes por semana de DMBA 0,5%,
diluido em acetona. Os autores enfatizaram, com relagdo a concentracéo
de 0,5% DMBA em acetona, ser concentragdo suficiente para induzir o
processo de carcinogénese, uma vez que concentragdes menores hao
obtiveram éxito e concentracdes maiores resultaram na perda de um
grande nOmero de animais.

Justificaram ainda que, a escolha da lingua se prendeu ao
fato de que esta area apresentou menor tempo de laténcia, além de exibir
uma maior correlagdo com o0 que ocorre clinicamente com seres humanos.
A contencdo mecanica dos animais mostrou-se mais favoravel que a
sedagao sistematica, ja que esta ultima se mostrou inviave! devido ao
elevado indice de perda de animais. Além disso, ressaltaram que a bolsa
jugal é uma estrutura anatémica que nao € encontrada em humanos. Os
autores concluiram, portanto, que a escarificagdo prévia nao reduzit o
periodo de aparecimento das lesdes. Finalmente, atentaram para o fato
de gue apesar de simples, a implantagdo dessa metodologia requer
sistematizacdo e cuidados especiais, principalmente quanto a
manipulacao do DMBA, fazendo com que medidas de seguranga sejam
adotadas, tanto para os operadores, como para os funcionarios do
Biotério que tenham contato direto com os animais (BOLANMO et al.,

2005).
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Outros modelos experimentais tém sido utilizados, como
0s de carcinogénese em camundongos hairless e em ratos. Carmo (2004)
estabeleceu metodologia para obtencao de carcinoma epidermoide em
pele de camundongos hairless, pelo uso de 0,5% de DMBA em acetona,
aplicado na regido dorsal dos animais, uma vez por semana, durante 12
semanas.

Recentemente, Mainenti (2006)*, desenvolveu modelo
experimental de carcinogénese, com aplicagao Unica de 0,1 ml de solugéo
de 2% de DMBA, em acetona, injetado diretamente nas glandulas
salivares submandibulares de ratos (Raftus norvergicus). Analises
preliminares, apos seguimento de 20 semanas, revelaram formacao de
neoplasias malignas tanto de origem epiteliai, como de origem
mesenquimal, além de alguns casos com a presenga dos dois

componentes, os chamados tumores de colisSdo ou carcinossarcomas.

* MAINENTI, P - Faculdade de Odontologia de S&c Jose dos Campos - Disciplina de
Patologia Bucal). Comunicagéo pessoal, 2006.



31

AgNOR

A capacidade proliferativa € uma das principais
caracteristicas das ceélulas neopldsicas e a deteccdo de células
proliferativas permite, através de sua contagem, cbter uma estimativa das
taxas de crescimento neopladsico, com consequente repercussio no
progndstico e no tratamenfo das lesfes (RABENHORST et al.,, 1993,
RABENHORST et al., 1994).

A técnica do AgNOR baseia-se na ligacao da prata as
proteinas associadas as regides organizadoras nucleolares {(NORs),
evidenciando essas regides. As NORs s&o alcas de DNA que possuem 0s
genes de RNA ribossémico localizados nos bragos curtos dos cincos
pares de cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 com importante
fungdo na formacao do nucléolo. As NORs sao sitios de ligagdo de um
grupo peculiar de proteinas acidicas nac histdénicas (RNA polimerase |,
€23 ou nucleolina e B23), que estdo envolvidas na organizagao funcional
e esfrutural dos nucléolos e sempre associadas com a cromatina
nucleolar (DERENZINI et al., 1990).

A0 microscopio de luz convencional, estas estruturas sao
visualizadas como pontos acastanhados a negros bem-definidos, gue nas
células em interfase estdo localizadas exclusivamente dentro do nucléolo

(DERENZINI et al., 1990, THERE, 2000).
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Dois metodos tém sido utilizados para a andlise
quantitativa e qualitativa das NORs: o método de contagem e o
morfométrico. O primeiro consiste na contagem de cada ponto no nicieo
das células, marcados pela prata, em microscopia de luz, com uso de
objetiva de 100x em imersdo. No método morfométrico, a analise é feita
através da mensuracdo automatica ou semi-automatica da area,
perimetro, forma do contorno e grau de distribvicdo das NORs, coradas
pela prata, através de um programa de anaiise de imagem (THERE, 2000).

Alem da contagem do nUmero de NORs, existem cutras
formas de se avaliar essas estruturas. Podem ser analisados a area, o
perimetro, a forma e o grau de distribuicdo das NORs. Em neoplasias
malignas, as NORs estdo em maior nimero, menor tamanho g dispersas,
enquanto nas neoplasias benignas, estdo em menor nimeros, maiores
tamanhos e mais agrupados (ROSA et al.,, 1997).

Walker (1988) observou que seria interessante determinar
se 0 comportamento das NORs poderia ser utitizado como indicador do
comportamento tumoral, ja que esta informacao prognostica possuiria um
valor superior aquelas subjetivas fornecidas pela H/E. Nesse sentido,
alguns autores vém tentando relacionar o nimero e a configuragdo das
NORs com o nivel de atividade celular. Este parametro, portante, poderia
ser utilizado como critério de malignidade, uma vez que prevé o
comportamento tumoral (CROCKER, 1990, OFNER et al., 1990,

DERENZINI et al, 1990; YANG et al., 19980).
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Howat et al. (1989) detectaram que as células benignas
tendem a possuir um nucléolo regular, com NORs fortemente agrupadas,
enquanto as células malignas, freglientemente exibem NORs dispersas
peio ntcleo e mdltiplos nucléolos. Alguns autores demonstraram que as
NORs além de mais numerosas em neoplasias malignas, acham-se
também diminuidas em tamanho (DERENZINI et al, 1990; YANG et al,
1990).

Nunes (1991) estudou 54 casos de leucoplasias bucais
exibindo graus variados de atipia e observou que a contagem das NORs
poderia ser Uil na previs&o do comportamento biolégico dessas lesdes.
Nesse mesmo contexto, Sano et al. (1991), analisaram 39 casos de
carcinoma epidermodide bucal, correlacionando gradacao histolégica e
prognostico, com a contagem pelc meétodo argirofilico do AgNOR.Os
autores observaram que nos carcinomas epiderméides com ndmero
médio de NORs/nUcleo mais elevado, os tumores tiveram um curso clinico
mais agressivo e um progndstico mais sombrio.

Cabrini et al. (1992) realizaram estudo morfométrico das
NORs, analisando sua distribuicdo, volume, nimero e formato, em
diferentes camadas do epitélic normal de mucosa bucal em humanos,
papiloma e carcinoma epiderméide. Para a analise foram utilizados
fotomicrografias de cortes histoldgicos corados pelo AgNOR. Os autores
acreditam gue o aumento no nurmero, maior irregularidade e diminuigao

no tamanho das NORs possa ser a express@o de mecanismos de
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diferenciagdo e proliferacéo alterados, em associagao com a sintese de
novas proteinas oncogénicas presentes no carcinoma epiderméide.

Khan et al. (1993) em estudo retrospectivo de 36 lesbes
pre-malignas da cavidade bucal, investigaram a relagédo entre os dados
obtidos pela analise de citometria de fluxo com as contagens das NORs.
Os resultados indicaram que havia uma correlagdo positiva entre a
citometria de fluxo e 0 aumento no nimero médio de NORs/nlcleo. No
entanto, segundo os autores, nem a citometria de fluxo, ne a técnica pelo
AgNOR trouxeram maiores subsidios diagnosticos na gradagéo das

atipias epiteliais das mucosas bucais analisadas.

PCNA

Q antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) é uma
proteina de 36kDa, acidica, nao histona, que atua como auxiliar da DNA
polimerase delta, estando presente principalmente no final de G1 e da
fase S do ciclo celular (HUANG et al., 1994). Embora essencial para a
sintese de DNA durante a fase S, o PCNA possui meia-vida longa e,
conseglientemente, esta presente em niveis detectaveis em células que

nao estao ciclando (ALLISON & BEST, 1998).
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O PCNA apresenta-se em altas concentragtes durante as
fases Gy tardia € S precoce. No entanto, a expressao do PCNA néo esta
necessariamente associada somente com a sintese de DNA na fase S,
podendo ocorrer durante o reparo do DNA ou por influéncia de fatores de
crescimento. A express&o dessa proteina pode esiar desregulada em
alguns tumores e nos tecidos normais adjacentes, refletindo uma possivel
influéncia de fatores de crescimento autdcrino ou parécrino na expressio
do PCNA (MCCORMICK & HALL, 1992).

Estudando marcadores de atipia no trato aerodigestivo,
Coltrera et al. {1992) observaram existir uma forte correlagdo entre atipia
e expresséo suprabasal do PCNA. Os autores sugerem que a proliferagéo
ocorrendo acima da camada basal poderia sinalizar uma alteracdo
significativa no controle de proliferacdo celular, mas estabeleceram a
necessidade de outros estudos que venham a validar a express&o
suprabasal do PCNA como um marcador de pré-malighidade.

Shin et al. {1993) analisaram a expressdo do PCNA nas
camadas basal, parabasal e superficial dos epitélios adjacentes aos
carcinomas epidermoides da regido de cabec¢a e pescoco. A avaliagéao da
distribuicao espacial do PCNA pode ser Util na identificagdo de diferencas
na regulagao da proliferacdo em cortes de aspecto histologico semeihante
e na avaliagdo do risco de desenvoivimento tumoral. Os autores
constataram uma expressdo de PCNA quatro vezes maior ha camada

basal e seis vezes maior na parabasal. A expressao do PCNA aumentou



36

com a progressao dos tecidos de epitélio normal para hiperplasia, de
hiperplasia para atipia e desta para carcinoma, sendo maior na camada
parabasal em relagdo & basal em todos 0s estdgios potenciaimente
malignos. Os autores concluiram que existem pelo menos dois eventos
genéticos separados regulando o padrao de proliferagcac tecidual: um
atuando na camada basal e outro nas células gue estdo deixando a
camada basal.

Huang et al. (1994) avaliaram a expressdo do PCNA em
lesdes bucais, buscando determinar se a expressdo suprabasal deste
antigeno esta correlacionada com a pré-malighidade. Os autores
encontraram uma significante predilecdo por um padrao de marcagao
basal/suprabasal em lesbes com progressdo para malignidade, quando
comparado com um padrdo estritamente basal visto em condigdes
normais e lesdes benignas. Um padrido ndo esperado, caracterizado por
uma marcagdo somente suprabasal foi notado principalmente em
hiperplasias reativas. Como ndc houve um acompanhamento clinico dos
casos, ndo se pode estabelecer se a reatividade do PCNA sofreu
alteragdo com o tempo, sendo dificil atribuir um papel preditivo para este
marcador. Os autores sugerem gue com a progressao para a malignidade
ha um aumento na reagao basal/suprabasal.

Com o objetivo de analisar alguns parametros da atividade
do ciclo celular em lesées bucais potencialmente malignas, Donofrio et al.

(1995) utilizaram uma analise combinada das NORs e PCNA. Os autores
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sugerem gue os altos valores de NORs e PCNA encontrados em algumas
atipias moderadas e intensas poderiam representar um “sinal de alarme”
acerca da hiperatividade proliferativa, e talvez ser uma indicagdo para
uma interveng&o clinica cuidadosa, ou até um tratamento mais radicali
destas lesdes potenciaimente malignas.

Nesta mesma linha de pesquisa, Kobayashi et al. (1995)
analisaram a atividade proliferativa de displasias epiteliais orais, através
da marcacao pelo PCNA, AgNOR e o indice de figuras de mitose. Nesse
estudo os autcres encontraram uma maior marcagao das células basais e
parabasais pelo PCNA, nos casos de feucoplasias € em todas as
camadas epiteliais nos carcinomas epidermoides.

A expressdo imunoistoguimica do PCNA e p53 foi
investigada em displasias epiteliais € carcinomas de células escamosas
da cavidade oral por Lan et al. (1996), que concluiram que a combinagdo
de intensa reatividade para esses dois marcadores foi indicative de pouca
diferenciacao, atipia nuclear intensa e comportamento mais invasivo das
células tumorais.

Birchall et al. (1997) analisaram apoptose, mitgcse,
expressao do PCNA e bcl-2 em epitélio bucal normal, hiperplasico, lesbes
de atipia e carcinomas. Os autores observaram um aumento do indice
mitotico em atipias e carcinoma epidermodide, mas encontraram que a

expressao do PCNA esta dissociada do namero de mitoses, sugerindo a
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participagdo desta proteina em um processo alternativo ligado ao reparo
do DNA.

De Rosa et al. (1999) estudaram 44 lesdes com potencial
de malignidade e lesdes malignas do labio, sendo 30 carcinomas
epidermoides, 7 queilites actinicas, 3 leucoplasias e 4 metastases nodais
de carcinoma epidermdide de labio inferior, através da marcagdo pelo
AgNOR, PCNA, p53 e c-myc. Os resultados indicaram que o tamanho e
numero das NORs e a porcentagem de células PCNA-positivas sao
pardmetros sensiveis para a discriminag&o entre lesdes potencialmente
malignas e carcinomas epiderméides, e para o progndstico do subtipo de
carcinoma epidermbdide de [abio inferior. Lesbes p-53 positivas podem ser
consideradas de alto risco para progressao para a malignidade, engquanto
gue as lesbes c-myc-posilivas parecem estar correlacionadas com as

fases tardias da carcinogénese de labio.

R-Catenina

O complexo de cateninas consiste na a-catenina
(102kDa), B-catenina (92kDa) e a y-catenina/placoglobina (83kDa). O
gene da a-catenina localiza-se no cromossomo 5g31, o da B-catenina no

3p21 e o da y-catenina/placoglobina no cromossomo 17g21. Uma quarta
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molécula "catenina-like", p120°" também conhecida como p120%° foi
recentemente descrita e localiza-se no cromossomo  11gi1,
imediatamente adjacente ao centrémero (BEAVON, 2000).

O gene da B-catenina esta localizado em uma regiao do
genoma humano que se encontra fregllentemente alterada em uma série
de neoplasias malignas. Juntamente com a y-catenina (placoglobulina) e
a a-catenina, a B-catenina foi primeiramente isolada como uma proteina
associada com a porgéo citopfasmatica da E-caderina. Sabe-se que a B-
catenina liga a E-caderina a o-catenina e, por conseguinte, a estrutura
dos microfilamentos de actina ao citoesqueleto. Desta maneira, pode-se
inferir que a B-catenina possui um papel muito representativo no que diz
respeito & adesdo celular (BEAVON, 2000; CASTILHO, 2003).

A B-Catenina foi inicialmente descrita em humanos como
um membro dos cintos de ades&o, sendo associada ao dominio
citoplasmatico da Caderina-E, uma proteina transmembranica envolvida
na adesdc celular dependente de Ca®*. Além da funcéo sinalizadora na
via do Wnt e adesdo celular, a R-Catenina possui fungdes variadas,
interagindo com proteinas como a actina, facina e presenilinas (TAO et al.,
1996; NISHIMURA et al., 1999; LEVESQUE et al., 1999).

A proteina &-Catenina consiste de uma regiac N-terminal,
com aproximadamente 130 aminoacidos, uma regido central de 550
aminoacidos e uma regido C-terminal com 100 aminoacidos. Seu N-

terminal contém um sitio de fosforilagdo para o GSK-3B, enquanto que o
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C-terminal possui a fungéo de transativagao requerida para a ativagdo de
genes alvo. Seu dominio central contém 12 repeticées de seqléncias
imperfeitas formadas por 42 aminodacidos conhecidos como repetigbes
“armadillo”, os quais sao requeridos para a interacdo com varias proteinas
como as caderinas, APC e os fatores de transcricdo TCF/LEF {(CADIGAN
& NUSSE, 1997; MILLER & MOON, 1986; HUBER et al., 1897).

A 3-Catenina exibe duas funcoes distintas, a primeira na
juncéo celular ligando-se tanto ao dominio citoplasmatico da Caderina-E,
quanto a porgdo amino-terminal da a-Catenina, sendo essencial para a
promocédc da adesao intercelular, através da conexédo da Caderina-E com
o citoesqueleto de actina. Sua segunda fungdo, quando na forma
monomeérica ou livre, esta relacionada com a via de sinalizacdo que
envolve o complexo de transativagdo com os fatores de transcricéo
LEF/TCF. Quando migra para o nucleo, atua na atividade transcripcional e
na inducdo da divisdo ou diferenciagdo celular (BEHRENS et al., 1996;
MOLENAAR et al., 1996), associado a ativagao de genes-alvo como Myc
(HE et al., 1998), Ciclina D1 (TETSU, 1999; SHTUTMAN, 19899), C-jun
(MANN, 1899); Fra-1 (MANN, 1999); MMP-7 (CRAWFORD et al., 1999},
CD44 (WIELENGA et al., 1999); Fibronectina (GRADL et al., 1999), COX-
2 (HOWE et al., 1999, HAERTEL et al., 2000).

As mutacdes da R-Catenina parecem ser um passo crucial
na transformacdo maligna, sugerindo um papel fundamental no controle

da proliferagao celular ou mesmo apoptose, mas ndo sé a mutagéo da -
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Catenina é responsavel por todo este processo (CASTILHO, 2003; PINTO
JR, 2003).

A degradacdo da- (B-catenina parece ser realizada
primeiramente atraveés da glicogénio sintase kinase-3 B (GSK-3 ), no sitio
composto por trés serinas, uma treonina, cada uma separada por trés
residuos e , posteriormente, pela cascata de ubiquitinizagao/proteocssomo
(CASTILHO, 2003).

Tetsu & McCormick (1999) verificaram que a B-catenina
ativa a transcri¢do do promotor da ciclina D1. As células que expressam
B-catenina mutante produzem altos niveis de ciclina D1, tanto na
expressao do mRNA, como da prépria proteina. Os autores acreditam que
niveis anormais de B-catenina podem contribuir para a transformacao
neoplasica devido ao acimule de ciclina D1.

A via de sinalizagdo do WNT orquestra um grande numero
de programas de desenvolvimento. Os membros da familia de genes Wnt
tém importantes funcdes no crescimento e diferenciagio celular, onde
atuam através de uma via de sinalizagdo mediada por receptor (EATON &
COHEN, 1996).

Uma das acdes da via de sinalizagao do Wnt & provocar a
estabilizacdo da B-catenina. A B-catenina € uma proteina de muitiplas
fungdes que &, tanto um componenie importante das jungbes celulares,
como membro de destague de uma via de sinalizaggo. A (B-catenina

citoplasmatica é altamente regulada. Na auséncia de um sinal mitogénico
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de fora da célula, a B-catenina forma complexos com o produto do gene
APC, uma quinase sintase de glicogénio (GSK3 B) e um membro recém
descoberto a proteina Axina, que levam a degradacéo da B-catenina livre
(IKEDA et al., 1998).

Quando um sinal mitético & enviado pela via de
sinaliza¢ao do Wnt, a GSK3 B € antagonizada, de forma que a B-catenina
ndo & mais degradada, a concentracdo no citoso! aumenta e ocorrem
ligagbes com outras proteinas, principalmente fatores de transcrico que
sdo transportados para o0 nlcleo, como o LEF-1 ()ymphocite enhancing
factor) e o fator de células T. Assim sendo, esta via de sinalizagao tem a
capacidade de promover a proliferacao celular, bem como favorecer o
aparecimento de metastases (BULLIONS & LEVINE, 1998; JANKOWSK!
et al., 1997).

Niveis aumentados da (-catenina podem levar a uma
conversao neoplasica ativando o gene da ciclina D1 e conseqlentemente
uma progresséo descontrolada do ciclo celular (GOMES, 2001; PINTO JR,
2003).

Pinto Jr (2003), em seu estudo acerca da expressdo e
participagéo da (B-catenina em carcinoma epidermoide bucais, através do
estudo imunoistoquimico de 39 casos embrocados em parafina e de
imunofluorescéncia, em varias linhagens de carcinoma epidermdide em

cultura de células, faz uma analise acerca das diferentes localizagbes da
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B-catenina correlacionando seus achados de pesquisa com & literatura
pertinente.

Observou que a hiporegulacéo das moléculas de adesao
& fator marcante e decisivo para a proliferagdo, invasdo e até mesmo no
micio do processo de carcinogénese. Com relacaoc a expressao da B-
catenina no citoplasma das células neoplasicas, o autor acredita que este
fato evidencia que alguma desreqgulacadc do complexo de degradacao da
B-catenina deva estar ocorrendo nessa neoplasia. Mutagdes ou
alteragbes na funcdo de outros genes, como o GSK3 B, Axina e APC
levam ao acumulo da B-catenina no citoplasma, tornando assim a célula
predisposta a divisdo. Ja com relagéo ao acumulo nuclear da B-catenina,
acredita que este fato juntamente com a expressao citoplasmatica foi o
seu resultadc mais importante em sua pesquisa (PINTO JR, 2003).

Enfatiza ainda que, quando o complexo tetramérico de
degradacéo da f-catenina esta corrompido, seu acumulo citoplasmatico €
favorecido, possibilitando sua ligagdo com o fator de transcrigdo LEF/TCF,
que por sua vez atua no ndcleo celular, ativando genes alvos como a
ciclina D1, com conseqliente aumento de seus niveis. A ativagao desses
genes levaria a célula a uma atividade proliferativa maior, fazendo com

que a neoplasia se comporte de uma forma mais agressiva (PINTO JR,

2003).



3 PROPOSICAO
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O objetivo deste trabalho foi verificar a expressdo da
proteina nuclear de proliferagéo celular (PCNA) e da B-catenina,
comparativamente com a marcacao histoquimica peic AGNOR, na etapa
inicial do processo de carcinogénese quimicamente induzido pelc DMBA,
em borda lateral de lingua de hamsters Sirioc dourado (Mesocricetus

auratus).



4 MATERIAL E METODO
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Foram utilizados 40 hamsters Sirios dourados, machos e
fémeos, com pesc aproximado de 150 gramas, com dois a seis meses de
idade. Os animais foram mantidos sob condigbes ambientais constantes
{temperatura), ventilagio continua e forcada, e foram alimentados com
ragado comercial e agua a vontade.

Apds uma semana de adaptagdo ao novo meio ambiente
(Bioterio da Facuidade de Odontologia de S&o José dos Campos -
UNESP), todos os animais foram pesados, no inicio e ag término do
experimento, para acompanhamento da variacdo da massa corpérea.

Todos o0s procedimentos foram cuidadosamente
executados e previamente autorizados pelo Comité de Etica da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP, protocolo
n°024/2000-PA/CEP, de 11 de dezembro de 2000 (Anexo 2).

Foram acondicionados cinco animais por gaiola e a seguir,
todos os animais foram identificados com tinta nanguin preta e seringa de
insulina. A agutha foi introduzida no subcutaneo da regido subpalmar e/ou
subplantar, com inclinagac da agutha néo superior a 15 graus e a seguir
injetado aproximadamente 0,05ml de tinta na regidc (BOLANHO, 2004;

BOLANHO et al., 2005).
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Os 20 animais do grupo de estudo foram submetidos a
trés aplicagbes semanais de uma solugdo de 0,5% de DMBA (9,10-
dimetil-1,2-benzantraceno /Sigma Chemical, St. Louis, MI, USA), diluido
em acetona, utilizando pincel de pélo de marta n® 0. Durante a aplicagao,
0s animais foram contidos mecanicamente, de modo que mantivessem a
boca aberta. Ensaios anteriores demonstraram que a aplicagdo de
solucdo de sedativo e miorelaxante muscular, trés vezes por semana,
levaram a perda de mais de 80% dos animais por excesso de medicagdo
intramuscular.

A seguir, com auxilio de uma pinga dente-de-rato, a lingua
foi tracionada, permitindo que a solucio de DMBA fosse aplicada somente
na borda lateral esquerda da lingua dos animais (BOLANHO, 2004,
BOLANHOQ et al., 2005).

Os vinte animais do grupo controle receberam 0 mesmo
tratamento do grupo de estudo, com retirada do DMBA, nestes animais
foram aplicados somente acetona trés vezes por semana, com pincel de
pélo de marta n° 0, na borda lateral esquerda da lingua dos animais.

Ao final da oitava semana de aplicagdo, todos os animais
(20 grupo de estudo+ 20 grupo controle} foram sacrificados, apos a
administracgo de uma overdose do anestésico veterinario Rompun®
associado ao relaxante muscular Dopalen® Apoés os sacrificios, as

linguas foram removidas e fixadas em formaldeido a 10%.
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Unma wvez que o DMBA ¢ uma substincia
comprovadamente carcinogénica e mutagénica, material de protegdo
individual para os operadores, como odculos e mascara acrilica de
prote¢ao, avental cirirgico, gorro e dois pares de luva para cada operador,
foram utilizados durante todo o experimento. Material de protegao
adicional para os técnicos diretamente envolvidos na manutengdo e
limpeza das gaiolas tambeém foi fornecidos.

A preparacdo da solugido de DMBA em acetona foi
realizada em camara fechada com sistema de exaustéo, e a seguir foram
aliquotadas em frascos de vidro e estocadas em geladeira a 4°C até o

momento da utilizagio.

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

A técnica por imunoistoquimica para os anticorpos anti 8-
Catenina e anti PCNA (antigeno nuclear de proliferagdo celular) foram
realizados no Laboratério de Imunoistoquimica da Disciplina de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo —

FOUSP.
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inicialmente, cortes de 3 um de espessura, montados
sobre laminas previamente preparadas com solucdo de ATPS (3-
aminopropyftrithoxsilene, SIGMA Chemical Co, St. Louis, MO, USA) a 5%
em etfanol absoluto, foram desparafinizadas em xilol e hidratadas por
passagens sucessivas em etanol de concentragdes descendentes (do
etanol absoluto ao etanol 80%). A remocao de pigmento formdlice foi
realizada em solugéo de hidréxido de amdnia a 10% em etanol 95%, por
10 minutos.

Previamente a incubag&o com anticorpo primario, as
laminas foram submetidas ao tratamento para recuperagdo antigénica,
realizado com acido citricec pH 6.0, em banho Maria a 95°C, por 156
minutos. Apods o tratamento, foram realizados o blogueio da peroxidase
endogena, através da solugdo de perdxido de hidrogénio a 6% e agua
(1:1, VIV), em duas passagens de 15 minutos cada.

As lavagens entre as etapas foram realizadas com
solugdo tamponada de Tris-HC! (Tris-Hydroximetil-Aminometano/Acido
cloridrico, SIGMA Chemical Co, St. Louis, MO, USA) 0,05M, em pH 7 4.

A diluicao do anticorpo primario foi previamente otimizada
no laboratério, obtendo-se como concentragao final adequada do
anticorpo anti R-Catenina (Transduction, USA) em 1:100 e a do anticorpo
anti-PCNA (clone PC10) em 1:75. O anticorpo secundario utilizado foi o
polivalente, anticabra, anticoelho e anticamundongo, e o soro terciério foi

a streptoavidina-biotina com peroxidase conjugada. Estas solugbes sdo



51

pré-fabricadas e requerem incubag&o em temperatura ambiente por 30
minutos (Kit LSAB+, DAKO Co, Carpinteria, CA, USA, N° K0620).

A revelagio da reacéo foi realizada através de solugdo
cromogena, contendo 0,03% de 3-3'-diaminobenzidina (3,3 ,4,4-
tetraaminobiphenyl-tetrahydrochioride, SIGMA Chemical Co, St. Louis,
MO, USA) em tampéo Tris-HCI 0,05M, pH 7.4 e adicionado perdxide de
hidrogénio a 0,3%. Apoés a revelacgao, foram realizadas a contra-coloragéo
das laminas com hematoxilina de Meyer, a desidratacao em cadeias de
concentragdes ascendentes de etanol (do etanol 50% ao etanol absoluto),
diafanizagdo em xilol € montagem em Permount® (Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ, USA).

Para controle positivo da reagéc foi utilizado carcinoma
epidermdide com padrédo de revelacdo j& conhecidos para o marcador
PCNA. O controle positivo da B-Catenina foi identificado em cada caso,
através da analise do epitélio da regido direita da borda lateral da lingua
dos animais do grupo controle,

O controle negative foi realizado pela nao utilizagdo do
anticorpo primario. Nas reagdes imunoistoguimicas foi utilizado um
sistema automatico universal de coloragdo (Dako Autc Staining®, DAKO C,
Carpintaria, CA, USA). Nesse sistema, as etapas de incubacdo do
anticorpo primario até a etapa de contra-coloragdo com hematoxilina de

Mevyer foram feitas de forma automatica.
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ANALISE HISTOQUIMICA

Apos a inclusdo das pecas em parafina, obtivemos cortes
de 5 um de espessura, sendo que parte dc material foi submetido a
marcacgao pela hematoxilina e eosina, e parte pela técnica de AGNOR. A
técnica pelo AGNOR foi realizada segundo Ploton et al. (1986), conforme
descricao detalhada relacionada no Anexo 3.

A analise quantitativa das NORs fol realizada por dois
examinadores independentes, através de microscopio de luz convencional
(Axiophot-Axioplan 2, Carl Zeiss, Oberkochen ,Germany), com ocular de
10x e objetiva de 63x em imersao, perfazendo um aumento final de 630x.

As NORs com contornos nucleares imprecisos ou
sobrepostas nao foram consideradas. NORs que exibiam uma
proximidade muito acentuada, dificultando sua individualizaggo, foram
consideradas como uma estrutura Unica. Os ndcleos que ndo
apresentavam NORs nao foram analisados, pois a falta dessa estrutura
poderia estar relacionada ao plano de corte do material, estando
localizadas em um piano acima ou abaixo daquele analisado. Foram
ignorados os nlclecs e as NORs que estavam localizadas nas bordas
laterais das imagens. A contagem visual das NORs foi realizada nas

imagens digitalizadas, sendo selecionados areas representativas, até se
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obter a contagem de 100 ntcleos por animal. A seguir, foram obtidos os
nimeros medios de NORs/nlcleo de todas as amostras dos dois grupos

analisados.

ANALISE DOS RESULTADOS

As coloragdes histoquimicas pela H/E e pelo AGQNOR, bem
como a imuno-marcacéo pela R-Catenina e pelo PCNA, foram analisadas
qualitativamente através de microscopia de luz convencional.

A B-Catenina foi analisada em seus aspectos qualitativos,
observando-se as lccalizagbes definidas como: membranas celulares,
citoplasmaticas e/ou nuclear, e as regites de marcagdo em basal,
parabasal e/ou camada espinhosa media e alta.

Para obtencao dos indices do PCNA, apresentados pelas
células epiteliais dos grupos de estudo e do grupo controle, foram
selecionadas areas representativas. Para determinacao desses indices,
foram contadas trezentas células, através de microscopia de luz, com
objetiva de imersdo e aumento final de 630x.

Os nimeros de pontos de NORs distintos em cada nucleo
foram contados em cem células, através de microscopia de luz, com

objetiva de imersédo e aumento final de 630x.
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Durante as contagens, foi utilizado um reticulo graduado,
medindo 0,8 x 0,8mm, dividido em 16 quadrados de 0,2 x 0,2mm, para

delimitagao dos campos microscopicos.

ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a média aritmética e calculado o desvio-
padrac das porcentagens das células PCNA-positivas e dos numeros de
NORs/nucleo dos grupos analisados. A seguir, as médias aritméticas dos
indices de PCNA e das NORs foram submetidas, separadamente, ao
teste estatistico ANOVA, para se verificar se os dados apresentavam
semelhancas ou diferencas entre si.

Nos casos em que houve diferenca estatistica entre as
médias aritméticas, as mesmas foram submetidas ao teste estatistico de
Tukey, para se determinar quais foram o0s grupos que apresentaram
dados diferentes. O nivel de significancia fixado foi de 5%.

Os teste estatisticos foram realizados utilizando-se 0s
softwares MINITAB® for Windows (versao MINITAB® Release 14.12.0,
2004, Minitab Inc.) e STATISTICA® (Kernel Release 5.5, 2004, StatSoft

Inc, Tulsa, USA) e o programa Microsoft® Excel 2002 (Microsoft, USA).
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DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Todas as etapas da pesquisa, incluindo os periodos pre-
sacrificio dos animais, as pecas anatbmicas e 0s cortes histolégicos,
foram documentados e fotografados com camera digital CCD Sony DSC-
$85 Cybershot, com 4.1 megapixels (Sony Inc., Japan).

A partir desse material, foram selecionadas as fotografias
e as fotomicrografias mais representativas para confecgdo de material

ilustrativo.
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Os animais do grupo de estudo (n=20), de uma maneira
geral, apresentaram clinicamente peguenas areas regiio leucoplasica nas
regides de aplicagdo do DMBA, entre a sexta e oitava semana apos o
inicio do experimento (n=13). Cinco animais exibiram crescimento
exofitico nas areas de aplicagdo, que variavam desde pequenas lesdes
papilomatosas (n=3), formacgao de lesdes clinicamente compativeis com
papilomas (n=2) e epitélios com caracteristicas de atipia (n=2).

Os casos do grupo controle nao exibiram alteragoes
clinicas significativas. Nao foram encontradas alteracdes de coloracéo,
nem de textura das areas de aplicag&o da acetona.

Ao exame histopatoldgico foi observado que 13 casos
mostraram somente a presenga de hiperparaqueratose (Figura 3-A). Entre
os outros sete casos do mesmo grupo, cinco exibiram proliferagao
papilomatosa inicial até a formagao de papilomas (Figuras 2A, 2B e 2C) e
dois apresentaram alteracbes histopatoldgicas compativeis com atipia
epitelial (Figura 3-C).

Os cortes histopatolégicos das amostras do grupo controle
exibiram casos com hiperqueratose focal, discreta acantose e presenca

de atrofia também de maneira focal. Ausente a discreto infiltrado
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inflamatério mononuclear foi observado em situagéo perivascular. As
laminas proprias da mucosa de lingua de hamster exibem de maneira
padrac uma estreita faixa de tecido conjuntivo e logo abaixo, grande
quantidade de fibras musculares esqueléticas, compondo a maior
estrutura da regido sub-mucosa.

Com relagéo a marcacao argirofilica das NORs, nos casos
do grupo de estudo formado por quadro histopatolégicos diagnosticados
como hiperplasia tecidual [projecdes papilomatosas (n=3); papilomas (n=2}
e atipias epiteliais (n=2)], apresentaram os maiores valores médios de
NORs/nicleo (2,247 1+0,2494) (Figura 1-C). Neste grupc as NORs estavam
nac somente em um maior numero, mas exiblam um formato mais
irregufar e eram menores em tamanho.

Os outros casos do grupo de estudo (n=13) foram
diagnosticados como exibinde como alteragdo mais representativa
hiperparaqueratose. Neste grupo, a meédia de NORs/nicleo foi de
1,9707+0,1843, mostrando estruturas mais regulares e de formato mais
arredondado (Figura 1-B).

O grupo controle apresentou média de NORs/nlcleo de
1,616+0,1368, exibindo um padrdo de formato bem arredondado mais
constante e pouca variagédo de tamanho (Figura 1-A).

A analise estatistica deste grupo mostrou existir diferenca
estatisticamente  significante entre o0s casos de hiperplasia,

hiperparaqueratose e os casos controle (p<0,05), quando as medias de
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NORs/nlgcleos foram comparadas (Figura 6). Uma analise de correlacao
entre as médias de NORs/nlcleos entre os casos de hiperparaqueratose,
hiperplasia e controle, mostrando existir uma correlacdo positiva (Figura
7).

Com relag¢éao a analise dos anticorpos utilizados, ac PCNA
revelou imuno-marcagéo de maneira constante nas células germinativas
da camada basal, em qualquer situacio do epitélio de revestimento, tanto
nos casos controle, como nos casos de hiperplasia e hiperqueratose do
grupo de estudo {Figuras 2-A, 2-B, 2-C, 2-D e Figuras 3-A, 3-B, 3-C).

Nos casos de hiperparaqueratose (n=13) a média de
PCNA-positivo foi de 25,8461:%12,6941%, exibindo marcag¢ao nas células
da camada basal e para-basal de maneira eqitativa.

Foi observado que, conforme o quadro histopatologico
caminhava no sentido da formacédo de hiperplasias papilomatosas,
papilomas até os quadros mais representativos de atipia epitelial (Figuras
3-A, 3-B, 3-C), a imuno-marcagao foi exibindo valores maiores de PCNA-
positivo (54,1428%+10,0054%) na camada parabasal, chegando por vezes
a camada espinhosa, em seu tergo médio e alto, e raramente em células
da camada granulosa (Figuras 2-A, 2-8, 2-C, 2-D).

No grupo controle foi observade marcacdo do PCNA
somente das células da camada basal, representando um percentual de
15%z+2,4920% de PCNA-positivos, valor que se manteve constante, com

poucas variagdes enfre os casos analisados.
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A andlise estatistica mostrou existir  diferenca
estatisticamente significante entre os cascs de hiperplasia, de
hiperparaqueratose e o0s casos confrole (p<0,05), referente a
porcentagem media de PCNA-positivos (Figura 8). Uma andlise de
correlagéo entre as médias de PCNA entre os casos de
hiperparaqueratose, hiperplasia e controle, mostrou existir uma correlagdo
positiva (Figura 9). Os dados relativos ac teste ANOVA encontram-se
relacionados no ANEXO 1.

A analise qualitativa da R-catenina mostrou imuno-
marcagao nos casos controle (n=20) de maneira uniforme na membrana
citoplasmatica das células epiteliais de praticamente em teda extensdo do
epitélio de revestimento, com maior adensamento nas regiées basais e
parabasais (Figura 4-A).

Nos casos de hiperparaqueratose, ocbservamos um padrao
de imuno-marcacdo da B-catenina da membrana citoplasmatica
restringindo-se principalmente as células epiteliais das camadas basais e
parabasais, de maneira descontinua, e de forma menos exuberante do
gue aquelas observado no grupo controle (Figuras 4-B, 5-A).

Nos casos de hiperplasia, a imuno-marcagdo da R-
catenina foi modificando seu padréo, apresentandoc uma diminuigdo
acentuada na membrana citoplasmatica das céluias da camada basal e
parabasal, e infcio de deposigdo da proteina no interior do citoplasma

dessas células (Figura 4-C). Observamos ainda que nos casos de atipia
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houve uma presenga de imunc-marcagdo no nucleo das células, uma nao
marcacédc na membrana citoplasmatica e eventuais células epiteliais

basais e parabasais, com discreta marcagéo intra-citoplasmatica (Figuras

5.B, 5-C).
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FIGURA 1
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LEGENDAS

FIGURA 1 - Marcagdo das NORs das células epiteliais da mucosa de
revestimento da lingua de hamster Sirio dourado, pela
técnica histoquimica argirofilica pela prata {AgNOR).

A -

Marcacao das NORs (cabega de setas) do nlcleo
de células do epitélio normal (Grupo Controle).
Observar a configuracdo arredondada e o padriao
bem definido das NORs. 630x

Fotomicrografia de epitélio de revestimento de
mucosa de grupo de estudo em sua espessura
total, mostrando varios nucleos com marcagio
argirofilica das NORs (setas). Notar variacdo da
NORs regulares (setas) e irregulares (cabega de
seta). Destaque para presenca de camada de
hiperparaqueratose {h) e camada granuiosa {g}.
200x

Area focal do epitélio do grupo de estudo exibindo
nucleos com NORs de tamanhos variados e
irregulares (setas). 630x
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LEGENDAS

FIGURA 2 - imuno-marcac¢io do niicleo das celulas epiteliais da
mucosa de revestimento da lingua de hamster Sirio
dourado, pelo anticorpo PCNA, através de técnica
imunoistoquimica.

A -

Imuno-marcagio mais concentrada dos nucleos
das céluias da camada basal e parabasal (setas)
do epitélio de revestimento do grupo de estudo.
Observar a imuno-marca¢do, em area focal, dos
nacleos de céluias da camada espinhosa (cabega
de seta) e da camada granulosa (*). Presenca de
hiperparaqueratose (barra). PCNA 200x

Detalhe da imuno-marcagcido pelo PCNA dos
nucleos das céluias da camada basal e parabasal,
Observar um padrdac mais regular e mais
homogéneos dos niicleos marcados. PCNA 630x

Area focal com intensa imuno-marcagéo pelo
PCNA de regido de cones epiteliais, exibindo
intensa proliferagdo celular. PCNA 630x. Detalhe
de pleomorfismo nuciear acentuado. PCNA
1200x (zoom digital}
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FIGURA 3




LEGENDAS

FIGURA 3 - imuno-marca¢do do niicleo das células epiteliais da
mucosa de revestimento da lingua de hamster Sirio
dourado, pelo anticorpo PCNA, através de técnica
imunoistoquimica.

A - !munc-marcagdo em regidao apresentando inicio
de formacdo de projecdo papilomatosa do
epitélio de revestimento. Observar a imuno-
marcacgido em toda extensiao da camada bhasal
(setas). Em areas focais presenga de imuno-
marcagdoe em niucleos de células da camada
parabasal (cabeca de setas). PCNA 200x

B - Vista geral da imuno-marcagido positiva dos
ntcleos celulares pelo PCNA, em area de
formacdo de papiloma. Maior quantidade de
niicleos positivos na regido parabasal. Nicleos
positivos também sao observados na camada
basal e camada espinhosa, PCNA 100x

C - Detalhe da figura anterior. PCNA 630x.
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FIGURA 4




LEGENDAS

FIGURA 4 - Imuno-marcacao do epitélio de revestimento da mucosa
da lingua de hamster Sirio dourado, pelo anticorpo B-
catenina, através de técnica imunoistoquimica.

A - imuno-marcac¢ao positiva pela B-catenina (setas) na

parede da membrana plasmatica das células
epiteliais, em toda extensdo do epitélio, com maior
intensidade nas regiées parabasal e basal. B-
catenina 630x

Diminuigcao da imuno-marcagao pela B-catenina nas
regides de parede de membrana plasmatica das
células epiteliais da camada parabasal (setas).
R-catenina 1000x

Acumuio intra-citoplasmatico do anticorpo e inicio
de marcacao em regido nuclear (setas). B-catenina
2000x {zoom digital}.
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FIGURA 5




LEGENDAS

FIGURA & -

Imuno-marcagiao do epitélio de revestimento da mucosa
da lingua de hamster Sirio dourado, pelo anticorpo 8-
catenina, através de técnica imunoistoquimica.

A - Vista geral da imuno-marcag¢do positiva pela B-
catenina (setas} na parede da membrana
plasmatica das células epiteliais nas regides
parabasal e basal. B-catenina 200x

B - Inicio do acumulo intra-citoplasmatico do anticorpo
(cabecga de seta) em area de atrofia epitelial focal do
epitéiio de revestimento. B-catenina 1000x

C - Acumulo intra-citoplasmatico do anticorpo e inicio
de marcag¢do em regiao nuciear (setas) em projegéo
de cone epitelial. Notar pleomorfismo nuclear em
varias células (*). R-catenina 1000x.
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FIGURA 6 - Namero médio das NORs/nucleo relativo aos grupos de

estudo, hiperplasia e de hiperparaqueratose,
respectivos desvios padroes.

com

TABELA 1 - Valores médios das NORs/nucleo presentes nos casos de

hiperparaqueratose, hiperplasia e controle.

hiperparaqueratose hiperplasia controle
(1,9707) (2,2471) (1,6160)
hiperparaqueratose ,005112* ,000128*
hiperplasia ,005112* ,000125*
controle ,000128* ,000125*

* diferenca estatisticamente significante p<0,05
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Diagrama de dispersdo exibindo reta de dispersao
positiva para os valores das médias NORs/nucleo,
relativa aos grupos controle, hiperplasia e
hiperparaqueratose.
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FIGURA 8 - Valores das médias de células PCNA positivas(%),
relativos aos grupos de hiperparaqueratose,
hiperplasia e grupo controle, com respectivas médias e
desvios padrdes.

TABELA 2 - Valores médios das celulas PCNA positivas(%), presentes
nos casos de hiperparaqueratose, hiperplasia e controle.

hiperparaqueratose hiperplasia controle
(25,84%) (54,14%) (15,00%)
hiperparaqueratose ,000125* ,005378*
hiperplasia 000125* ,000125*
controle ,005378* ,000125

* diferenga estatisticamente significante p<0,05
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FIGURA 9 - Diagrama de dispersdo exibindo reta de dispersdo
positiva para os valores das médias de células PCNA
positivas (%), relativa aos grupos controle, hiperplasia
e hiperparaqueratose.
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RESUMO DOS RESULTADOS
glinico GE areas leucoplasicas f atrofial projefes papiliferas
GC epitélio clinfcamente normal / dreas leucoplasicas

GE | (n=13) hiperparaqueratose
histolégico (n=7} 5 hiperplasia papilomatosa + 2 atiplas

GC | {n=20) hiperqueratose, acantose focal
i discreto inflltrado Inflamatdrio mononuclear

| GE | {n=7)  2,2471:0,2494
| (n=13)  1,97070,1843

NORs
GG | (n=20) 1,61610,1368
estatistica diferenga estatisticamente significante entre as amostras - p<0,05
correlagdo positiva - aumento das NORs aumento atividade epitelial
GE I {n=7) 64,1428%210,0054%
parabasal, eventual espinhosa, rara na granulosa
| (n=13)  25,8461%112,6941%
' basal 50% + parabasal 50%
PCNA GC | (n=20) 15%%2,4820 somente na basal
estatistica | diferenca ostatisticamente significante entre as amostras - p<0,06
| correlagdio positiva - aumento PCNA+ aumento atividade epitelial
{n=7) hiperplasias: diminuigdo basallparabasal
GE atipias: citoplasma/ Inicio nuclear
B catenina {n=13) basal / parabasal: descontinua

GC | (n=20) membrana citoplasmética em todo epitélio/ basal + parabasal




6 DISCUSSAO




73

Estamos ainda muito longe de compreender e controlar
todas as variaveis envolvidas no desenvolvimento do céncer, em
particular o cancer de boca. Conhecer todos os mecanismos importantes
envolvidos no processo de carcinogénese tem sido busca ardua de
inUmeros pesquisadores em diferentes paises (YAMANAKA et al,, 1996;
ROSS et al., 1995; BUTLER, 1996; MONRO, 1996; ALBANES et al., 19986;
SWENBERG, 1893, SHORT, 1993; CUNNINGHAM et al, 1993
IATROPQULOS et al., 1994; WHYSNER & WILLIANS, 1996; CHU et al,,
1997; HERRINGTON et al,, 1997, WHYSNER et al., 1894; SILVA et al,,
1995; FURIHATA & MATUSHIMA, 1885; QIN et al., 1994; MAGNUSON et
al., 1994; YAMANE et al., 1991; OKUZUMI et al., 1992; JAGADEESAN et
al., 1994; TANAKA et al., 1994; TANAKA et al., 1995).

Atualmente, o objetivo principal das profissées de salde
tem sido o da prevengdo das doencas, € ndao somente o tratamento.
Neste aspecto, os experimentos animais tém auxiliado sobremaneira o
entendimento dos mecanismos de preven¢io do cancer, sendo uma das
ferramentas mais importantes para o estudo sobre a etiologia, patogénese

¢ terapia das mais variadas patologias. No estudo do carcinoma
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epidermdide que se desenvolve nas estruturas do epitélic de revestimento
bucal n&o ¢ diferente.

E sabido que algumas neoplasias malignas tem sua
etiologia bem relacionada com fatores fisicos ambientais, como carcinoma
de labio inferior e radiacdo UV-B. Qutras neoplasias tém estreita
correlagcéo com agentes virais, como o Linfoma de Burkitt. Ainda podemos
citar aqueles tumores em que varios agentes quimicos estéo envolvidos
com o estabelecimento de neoplasias, e nesse grupo os principais
agentes estdo relacionados aos produtos da combustio do cigarro e do
fumo (BOSSO & FROES, 2002; GUZMAN-SILVA & GUIMARAES, 1985;
BRASILEIRO FILHO et al., 2004).

A associagio fumo e alcool tém sido demonstrados ser
devastadora no curso de neoplasias malignas. Analisando a literatura
disponivel, constatamos que modelos experimentais em animais tém sido
utilizados a mais de um século, firmando-se como metodologia importante
a partir dos estudos de Salley (1954).

A implantagdo, em nosso laboratodrio, de metodologia em
carcinogénese quimica experimental com DMBA em modelo animal, com
utilizagdo de hamster, camundongos hairfess e ratos (KITAKAWA, 2003,
BOLANHO, 2004; CARMO, 2004; BOLANHO et al., 2005) foi passo inicial
para ¢ desenvolvimento de linha de pesquisa nesse campo.

A partir da analise de véarias metodologias descritas na

literatura, optamos pela aplicagao de DMBA em borda lateral esquerda de
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lingua de hamster, seguindo a metodologia implantada nc laboratério
descrita por Bolanho et al., em 2005.

Nesta pesquisa, 0 objetivo foi avaliar os estagios iniciais
da carcinogénese, através do uso de anticorpos PCNA e B-catenina, e
histoquimica pelo AgNOR. Utilizando metodologia semelhante a usada
por Kitakawa (2003), que estudou as alteragdes clinicas e histogquimica
pelc AgGNOR até a vigésima sexta semana de aplicagdo, procuramos
analisar somente os primeiros eventos do processo de carcinogéness,
delimitando nossa pesquisa até a oitava semana de aplicaciao do DMBA.

Nossos achados clinicos encontram sustentacdo com
aqueles observados por Kitakawa (2003}, como o surgimento de areas
leucoplasicas na regido de aplicagdo do DMBA, por volta da sexta a
oitava semana de aplicagdo. Clinicamente, observamos ainda, a presenca
em cinco casos, de proje¢des papilomatosas, fato ja anteriormente
descrito na literatura em carcinogénese experimental (SALLEY, 1954,
KITAKAWA, 2003; CARMO, 2004).

Os dados de crescimento hiperplasico e formacgao inicial
de papilomas em até oito semanas € um padréo ja bem estabelecido em
carcinogénese experimental, conforme descreveu Salley (1954), quando
observou quatro estagios histopatolégicos: hiperplasia, papiloma,
carcinoma in situ e carcinoma epiderméide, apés aplicagac de DMBA por

16 semanas em bolsa jugal de hamster.
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Também foi observada preseng¢a de hiperparagueratose
nas regibes do epitelio onde foram realizadas as aplicagdes de DMBA.
Fato também destacado por Kitakawa (2003). Este Uitimo observou ainda
que o epitelio de revestimento apresentou esse tipo de alteragdo na
camada cornea deste os estagios iniciais (entre a sexta e citava semanas
de aplicagdo), até o surgimento de carcinomas epidermoides, fato
observado entre a vigésima segunda e vigésima sexta semanas de
aplicagéo.

Este achado histopatoldgico parece ser um indicativo de
alteragdo nédo somente da maturagac epitelial, mas também pode ser
utilizado como sinal de alteragcéo no sentido de mudangas fenctipicas de
malignidade. De alguma maneira, a presen¢a de hiperparaqueratose
parece estar relacionada a um maior potencial de transformacgdo do
epitélio. Por enquanto, € um dado especulativo, porém novas pesquisas
necessitam ser conduzido para trazerem maiores subsidios acerca desse
achado histolégico e seu verdadeiro papel prognéstico.

Quanto ao ndmero medio de NORs/nicleo dos casos
analisados, observamos que existe um aumento linear progressivo,
valores que vdo aumentando de areas histolégicas de epitélic controle
normal (1,6160+40,1368), passando por areas de hiperparaqueratose
(1,9707+0,1843), até chegarmos em areas de hiperplasias epiteliais

(2,247 120,2494).
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Embora n&o tenhamos usado uma andlise morfométrica
das NORs, pudemos constatar visualmente que essas estruturas
apresentavam-se de maneira geral mais arredondada e maior nos
epitélios controle, tornando-se menores e mais irregulares a medida que
caminhdavamos no sentido de uma maior atividade proliferativa, como nos
dois casos de atipia epitelial focal presentes na amostra. Esses achados
mostram semelhanga com os encontrados por Carmo (2004); Bolanho
{2004) e Kitakawa (2003).

Os tratamentos estatisticos dos dados tabulados, através
da analise de varidncia {ANOVA) e o teste de Tukey, mostraram existir
diferenca estatistica significante entre os dados analisados (p<0,05).
Frente a esses resultados podemos concluir gue a contagem media das
NORs/nucleo dos trés padrdes histoloégicos observados séo
estatisticamente diferentes, dade também notado no grafico da curva de
dispersio.

Quanto aos resultados encontrados pela marcagdo das
células epiteliais pelo anticorpo PCNA, vale ressaltar que no grupo
controle (15%+2,4920%), a marcagao restringiu-se a camada basal, com
rara marcacdc em células da camada parabasal. Ja nos casos de
hiperparaqueratose, a marcagéo pelo PCNA (25,8461%+12,6941%) ficou
igualmente dividida entre a camada basal e a camada parabasal. A

positividade do PCNA, nos casos de hiperplasia papilomatosa foi a que



78

apresentou maiores indices (54,1428%+10,0054%), grupo que incluiu os
dois casos de atipia epitelial focal.

O tratamento estatistico da marcagéo pelo PCNA revelou
existir diferenga estatisticamente significante entre os trés aspectos
histopatologicos analisados. Podemos interpretar, através da observagdo
da curva de dispersdo, que da mesma maneira com que ocorreu com a
analise das NORs, a média de marcagdo dos nlUcleos das células
epiteliais pelo PCNA aumentou conforme o quadro histopatoldgico seguia
em diregdo a quadros de maior atividade celular, bem como de alteragéo
de atipia celular.

Os dois dados analisados em conjunto, AGQNOR e PCNA,
se completam, e embora a metodologia pelo AGNOR quando utilizada
isoladamente ndo possa ser interpretadas unicamente como marcador de
proliferagao celular, possuiu um perfil semelhante ao da marcagéo pelo
PCNA. Neste caso, a marcagdo pelo AGQNOR pode ser interpretada como
marcador de proliferagéo celular.

Os casos marcados pelo anticorpo B-catenina néao foram
analisados de maneira quantitativa. Neste ponto, € importante deixar claro
que uma anélise qualitativa desse anticorpo trouxeram resultados muito
mais expressivos.

Nossa andlise revelou que os casos do grupo controle
exibiram marcagio da proteina B-catenina somente nas membranas

citoplasmaticas, mostrando forte marcacao entre as células epiteliais.
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Essa marcacdc apresentou-se distribuida por todas as camadas do
epitélio, entretanto, sendo mais uniforme nas camadas basal e parabasal.
No grupo de estudo, os casos de hiperparaqueratose,
exibiram marca¢dc na membrana citoplasmatica, entretanto, esta
marcacao restringiu-se principalmente as células da camada basal e
parabasal, de forma descontinua. Nos casos de hiperplasia papilomatosa,
a marcagao na membrana citoplasmatica diminui € pudemos observar
inicio de discreta marcagao proxima ao nucleo destas células. Nos casos
de atipia celular, a marcagdo nuclear era mais pronunciada, porém
alguma marcagéao de membrana citoplasmatica ainda podiam ser notadas.
Este padréo de marcagéo também foi observado por Pinto
Jr (2003), que aventou a possibilidade de que a expressao da p-catenina
no citoplasma das células neoplasicas, de alguma forma, evidenciaram
alguma desregulacgdo do complexo de degradagdo da B-catenina,
tornando as células mais predispostas a divisao celular. Ja em relagéo ao
acumulo nuclear da B-catenina, o autor acredita que este fato, juntamente
com a expressao citoplasmatica, foi seu resultado mais expressivo.
Devemos salientar que, os dados relativos a marcagéo da
B-catenina, juntamente com aqueles observados pelo AgNOR e pelo
PCNA, demonstraram serem (teis no estudo de carcinogénese
quimicamente induzida, podendo ser utilizados como fator prognéstico em

areas leucoplasicas.
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Para finalizar, gostaria de ressaltar que durante esta
pesquisa, embora o modelo de carcinogénese esteja bem estabelecido, a
obtengcdo de anticorpos especificos para utilizagdo em hamsters nem
sempre foi tarefa facil. Varios anticorpos foram testados, sem entretanto,
apresentarem resultados conclusivos. A ndo marcagédc destes anticorpos
nem sempre significou que a proteina ou proteinas de interesse néao
estivesse presente no material analisado. Por outre lado, a marcagéo de
alguns anticorpos deve também ser analisada com muita cautela, para
nao incorrermos em falsos positivos.

Trabalhar com painéis imunoistoguimicos, bem como a

interpretacdo de seus resultados, requerem profissional bem treinado e

experiente.



7 CONCLUSOES
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Diante dos resultados obtidos com a utilizagdo dos
marcadores imunoistoquimicos PCNA e da -catenina, comparativamente
com a marcagao histoquimica pelo AgNOR, na etapa inicial do processo
de carcinogénese em borda lateral de lingua de hamsters, foi possivel

concluir gue:

a) a associacdo da técnhica peloc AgNOR e a
imunoistoquimica pelo PCNA refletiv a maior

atividade proliferativa das células analisadas

b} 0 modelo de carcinogénese experimental em borda
lateral de lingua de hamster € uma metodologia que

se presta para estudo por imunoistoquimica

¢) os anticorpos PCNA e B-catenina podem ser utilizados,
nos casos leucoplasia, para analisar areas ¢om maior

potencial de transformag&o maligna.
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ROSA LEB. EXPRESSION OF PROLIFERATING CELL NUCLEAR
ANTIGEN (PCNA), B-CATENIN, AND AgNOR, DURING THE EARLY
STAGE OF CARCINOGENESIS PROCESS CHEMICALLY INDUCED BY
DMBA, ON THE TONGUE LATERAL BORDER IN GOLDEN SYRIAN
HAMSTER (Mesocricetus auratus). 2006, 104f. Tese de Livre-Docéncia
- Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista. Sdo José dos Campos.

ABSTRACT

The oral cancer model in hamsters shows many simifarities with developmental
oral cancer in humans. The proliferating capacily is one the most characleristics
of neoplasica cells and detection of these cells allow us, throughout of ils
counting, to achieve an estimated tumour growing index, with a consequent
repercussion about prognostic and in the treatment of those lesions. 40 golden
Syrian hamsters, both genders, aged between two to six mouth and weight 150g
in average were used. The left side of tongue of each animal was painted for
eight consecutive weeks, with a solution of DMBA. Tongues were removed, fixed
in 10% buffered formal solution. The histological slides were stained by AGNOR
fechnique and by PCNA and -catenin immunohistochemical antibodies.
Statistical analyzes were performed by ANOVA one-way test and Tukey fest. We
may conclude that an association between AGNOR and PCNA might indicate the
higher profiferating activity of the analyzed cells. The experimental
carcinogenesis model in hamster tongue is an available methodology for
immunohistochemistry  study. And finallyy, PCNA and  B-catehin
immunohistochemical antibodies may be used to analyze possible premalignant
areas in oral leukoplakia.

KEY WORDS: PCNA, f-catenin, immunohistochemistry, chemical
carcinogenesis, golden Syrian hamster.
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Anexo 1 — Tabelas geradas apés tratamento estatistico ANOVA utilizados
neste trabalho.

TABELA 3 - Valores relativos a andlise estatistica(ANOVA) das médias

de NOR/nucleo, relativo aos casos de hiperparagueratose,
hiperplasia e grupo controle.

Grupo Contagem Soma Média Varidncia
paraqueratose 13 25,62 41,9707 0,03397
hiperplasia 7 15,73 2,2471 0,00622
controle 20 32,32 1,6160 0,01872
Fonte da variagéo SQ gl MQ F Valor-P | F-critico
Entre grupos 2,3860623 21 1,9707692 | 38,8330 | 8,17E-10 | 3,251924
Dentro dos grupos 1,1367151 37 | 0,030722
Total 3,5227775 39 | i

TABELA 4 - Valores relativos a andlise estatistica(ANOVA) das médias

do numero de células PCNA-positivas(%), relativo aos
casos de hiperparaqueratose, hiperplasia e grupo controle.

Grupo Contagem Soma Média Variancia
paraqueratose 13 336 25,8461 161,1410
hiperplasia 7 379 54,1428 169,1428
controle 20 300 15 68,2105
Fonte da variagdo SQ gf MQ F Valor-P | F-critico
Entre grupos 7948,8255 2| 3974,4127 | 47,9539 | 5,32E-11 | 3,251923
Total 11015,375 | 39
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Anexo 3. Descricdo da metodologia argirofilica proposta por Ploton et al.
(1986), utilizada neste experimento para marcagao das regides
organizadoras nucleolares (NORs).

1. estufa a 57°C desparafinizagdo 30 minutos
xilol
2. temperatura desparafinizag&o 20 minutos
ambiente xilo
3. etanol absoiuto desidratagéo 20 minutos
4. imerséo solugio de 4cido acético e 5 minutos
etanol (1:3)
5. lavagem etanol absoluto 3 vezes
6. imersao celuidina a 1% 1 minuto
etanol/éter (1:1)
7. refirada do excesso secagem da lamina 1 hora
temperatura ambiente
8. imerséo etanol a 70% 5 minutos
9 lavagem agua destilada 3 vezes
10. incubacio solugéo de nitrato de prata 35 minutos
ca&mara imida 50%, misturada a solugdo | estufa a 40°C
de gelatina em éacido
férmico aquoso a 1% na
proporgdo de 21
11, lavagem agua destilada 40°C
12. lavagem agua destilada temperatura
ambiente
13. desidratacéo etanol concentrages
crescentes
14. clareamento xilol
15. montagem Permount®
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