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RESUMO

BUENO, Cheyenne Coscia. Avaliacdo da proliferacdo e da imortalizacdo
celulares no epitélio lingual de ratos submetidos ao modelo de carcinogénese
induzida pela 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO). 2015. 37 f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

O objetivo deste estudo foi avaliar proliferacdo e imortalizagéo celulares no epitélio
lingual de ratos submetidos ao modelo de carcinogénese bucal induzida pela 4NQO.
Foram utilizados 43 ratos Wistar machos distribuidos em dois grupos experimentais:
controle (n=10) e 4NQO (n=33). Os animais do grupo controle receberam racéo
padrdo e agua ad libitum e foram submetidos a eutanasia apos 20 semanas de
experimento. Os animais do grupo 4NQO receberam racdo padrdo e o carcind6geno
diluido em agua (25 ppm) e foram submetidos a eutanasia apos 4 (T4, n=10), 12
(T12, n=10) ou 20 (T20, n=13) semanas de experimento. Posteriormente, as linguas
dos animais foram removidas para avaliagdo clinica e histopatolégica da mucosa.
Clinicamente, as lesbGes foram classificadas em mancha/placa, nédulos e Ulceras.
Houve uma maior incidéncia de lesbes nos animais do grupo T20.
Microscopicamente, as amostras foram classificadas em: sem alteracéo
histopatolégica, hiperplasia epitelial (com hiperceratose), displasia epitelial (leve,
moderada, severa), carcinoma in situ (CIS) e carcinoma espinocelular (CEC). A
avaliacdo da imunomarcacado com BMI-1 foi semiquantitativa a partir da utilizacao de
um sistema de escores (0-30%, 30-50%, 50-80% e >80%). A quantificacdo da
imunomarcacdo pelo Ki-67 considerou o numero de células positivas para 1000
células epiteliais. Foram encontradas 65 lesdes a partir da andlise histopatoldgica,
sendo as primeiras percebidas no grupo T4. As imunomarcacoes pelo Ki-67 e pelo
BMI-1 foram progressivamente maiores a medida que as alteracdes histopatolégicas
se tornavam mais graves, mas o aumento da imunomarcacdo pelo BMI-1 sé
aumentou significativamente no grupo composto por CIS/CEC. Houve associacdo
entre as imunomarcacoes por Ki-67 e por BMI-1 (Correlacdo de Spearman, R=0,33,
p=0,03). Os resultados deste estudo indicam que proliferacdo e imortalizacédo
celulares sdo eventos relacionados e que a proliferacdo celular aumenta
gradualmente e a imortalizacdo celular aumenta no estagio mais avancado da
progressao tumoral.

Palavras-chaves: Carcinogénese. Proliferacdo celular. Ratos Wistar.



ABSTRACT

BUENO, Cheyenne Coscia. Evaluation of proliferation and cellular
immortalization in the lingual epithelium of rats submitted to carcinogenesis
model induced by 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO). 2015. 37 f. Final Paper
(Graduation in Dentistry) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

The aim of this study was to evaluate cell proliferation and immortalization in the
lingual epithelium of rats submitted to the oral carcinogenesis model induced by 4-
Nitroquinoline 1-oxide (4NQO). 43 Male Wistar rats were distributed into two groups:
control (n = 10), 4NQO (n = 33). The animals in the control group received standard
chow diet and water ad libitum and were euthanized after 20 weeks of experiment.
The animals of 4NQO group received standard rat chow diet and the carcinogen
diluted in water (25 ppm) and were euthanized after 4 (T4, n=10), 12 (T12, n=10) or
20 (T20, n=13) weeks of the experiment. Subsequently, the tongues of the animals
were removed to clinical and histopathological evaluation of the mucosa. Clinically,
the lesions were classified into patch/plaque, nodules and ulcers. There was a higher
incidence of lesions in animals of Group T20. Microscopically, the samples were
classified as no histopathological changes, epithelial hyperplasia (with
hyperkeratosis), epithelial dysplasia (mild, moderate, severe), in situ carcinoma (ISC)
and squamous cell carcinoma (SCC). The evaluation of immunostained with BMI-1
was taken from the system scores (0-30%, 30-50%, 50-80% and > 80%). The
guantification of Ki-67 immunolabeling considered the number of positive cells for
1000 epithelial cells. 65 lesions were found from the histopathological analysis, and
firstly noticed in the T4 group. Positivity for Ki-67 and BMI-1 increased progressively
over the histopathological chances stages. However the BMI-1 immunolabeling
increase was statistically significant only for ISC/SCC stage. There was an
association between immunostaining for Ki-67 and BMI-1 (Correlagdo de Spearman,
R=0,33, p=0,03). The results of this study indicate that cell proliferation and
immortalization are related events and that gradually increases cell proliferation and
cell immortalization increases the more advanced stages of tumor progression.

Keywords: Carcinogenesis. Cell proliferation. Wistar rats.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

O carcinoma espinocelular (CEC) é a neoplasia maligna mais comum em
boca correspondendo a aproximadamente 94% dos casos (WARNAKULASURIYA,
2009). Apesar dos inumeros esforcos realizados no sentido de estudar
comportamento biolégico e tratamentos alternativos, a taxa de mortalidade
relacionada a esta doenca ndo tem sofrido reducgbes significativas nas ultimas
décadas, se mantendo em torno de 50% em 5 anos (BIAZEVIC et al., 2006). Os
principais fatores associados a ocorréncia do CEC sdo o consumo de tabaco e de
alcool (FRANCO et al.,, 1989; LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA,
2004; RODRIGUEZ et al., 2004), especialmente de forma combinada (BLOT et al.,
1988), sendo observado um efeito multiplicativo (RODRIGUEZ et al., 2004,
HASHIBE et al., 2009).

O desenvolvimento do cancer bucal € um processo de mdultiplas etapas que
se inicia com alteracdes moleculares, imperceptiveis ao exame clinico visual,
evoluindo posteriormente para estagios em que ocorrem as manifestacdes clinicas
da doenca (MARTINEZ, 2012). Em aproximadamente 50% dos casos, 0 carcinoma
espinocelular é precedido por lesdes pré-malignas visualizadas como manchas ou
placas brancas chamadas leucoplasias, as quais podem ou nao estar associadas a
lesbes vermelhas (leucoeritroplasia) (VERED et al., 2007). O diagndstico dessas
lesBes envolve a realizacdo de biopsia e exame histopatologico, a fim de identificar
quais alteracdes arquiteturais e celulares estdo presentes. Do ponto de vista
microscoépico, podem ser observados distlrbios de maturacao epitelial que incluem
desde alteracBes mais brandas como a hiperceratose e hiperplasia epitelial,
alteracdes mais graves do processo de renovacdo epitelial denominadas displasias
ou até mesmo carcinomas espinocelulares (WARNAKULASURIYA et al.,, 2008).
Sabe-se que entre 0,13-17,5% dos pacientes com leucoplasia sofrem transformacao
maligna em periodos de observacdo que variam de 1 a 30 anos, o que justifica o seu
acompanhamento clinico periédico (EINHORN; WERSALL, 1967; SILVERMAN et
al., 1976). Contudo, ndo estdo definidos fatores capazes de predizer em quais
pacientes este evento vai ocorrer (RIBEIRO et al., 2004).

A alta taxa de mortalidade associada ao cancer de boca se deve, em parte, a
sua deteccdo tardia em estagios em que ja houve disseminacdo a distancia
(GOURIN; JOHNSON, 2001; LING; MIJITI; MOMING, 2013). Este fato poderia ser
atenuado a partir da identificacdo de biomarcadores que tivessem a capacidade de



predizer transforma¢@o maligna ou de uma maior compreensédo dos estagios iniciais
da progressdo tumoral (KANOJIA; VAIDYA, 2006). Neste sentido, modelos de
carcinogénese induzida experimentalmente em animais tém sido utilizados a fim de
aprofundar o entendimento a respeito dos diferentes eventos envolvidos neste
processo. A utilizacdo desses modelos é de fundamental importancia para identificar
as alteragbes moleculares e celulares presentes nas diferentes etapas da
carcinogénese bucal e facilitar o estabelecimento de abordagens terapéuticas
alternativas (MOGNETTI; DI CARLO; BERTA, 2006).

Dentre os modelos de indu¢cdo de CEC em roedores, o do 4-nitroquinolina-1-
oxido (4NQO) em ratos é um dos métodos mais difundidos. O 4NQO é um
carcindgeno sintético soluvel na agua de abastecimento capaz de induzir tumores na
cavidade bucal, principalmente na lingua (KANOJIA; VAIDYA, 2006). Além da boca,
0 esOfago pode ser afetado por tumores, mas outras por¢des do trato digestivo nao
costumam apresentar lesbes (TANG et al., 2004). Dois métodos podem ser
utilizados: aplicacéo topica ou dissolu¢cdo da substancia na agua a que os animais
tém acesso (DAYAN et al.,, 1997; RIBEIRO et al., 2004; RIBEIRO; SALVADORI;
MARQUES, 2005; RIBEIRO et al.,, 2007; MINICUCCI et al.,, 2009; EL-ROUBY,
2011). Esta substancia provoca alteragbes celulares e teciduais que mimetizam
aguelas descritas na carcinogénese bucal em humanos (VERED et al., 2003), a
partir da inducdo de etapas sequenciais como hiperplasia, displasia epitelial leve,
displasia epitelial severa e carcinoma in situ e CEC invasivo (WILKEY et al., 2009).

O mecanismo de acdo do 4NQO envolve a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que podem induzir danos a macromoléculas, como o DNA, levando
a ocorréncia de tumores a partir do fenbmeno chamado estresse oxidativo
(NUNOSHIBA; DEMPLE, 1993). Estes danos sdo semelhantes aqueles causados
por substancias presentes no tabaco (MARTINEZ, 2012). Alguns estudos sugerem
gue o dano oxidativo ao DNA parece ser um evento precoce durante o processo de
carcinogénese induzida por 4NQO em lingua de ratos (RIBEIRO et al., 2004,
MIRANDA et al., 2011).

A expressao de diversas proteinas sabidamente alteradas na carcinogénese
bucal em humanos foi analisada por meio deste modelo de carcinogénese induzida
experimentalmente em animais. Varios estudos investigaram a influéncia de
diferentes biomarcadores associados a maturacdo epitelial, ao ciclo celular, a

apoptose e as interacdes celula-célula. A partir destes, observou-se que alteracoes



na expressdo e na atividade de proteinas como a ciclina D1 e cdk4
(KOONTONGKAEW et al., 2000), p16INK4A (NAKAHARA et al., 2004), E-caderina e
P-caderina (SAKAKI et al., 2003), citoqueratinas - CK1 e CK14 (TANG et al., 2004)
precedem alteracfes histoldgicas tipicas das etapas iniciais da carcinogénese
induzida por 4NQO que correspondem aos estdgios subclinicos da doenca
(KANOJIA; VAIDYA, 20086).

Neste mesmo estagio da progressdo tumoral, Nishimura et al. (1999) e
Ribeiro, Salvadori e Marques (2005) encontraram superexpressao dos genes Bcl-2
e Bax, os quais participam da regulacdo da apoptose e da sobrevivéncia celular.
Utilizando-se deste mesmo modelo, Ribeiro et al. (2007) demonstraram expressao
aumentada da proteina inibidora da apoptose survivina, ap0s 4 semanas de
tratamento com 4NQO, mesmo na auséncia de lesdes clinicamente detectaveis
(RIBEIRO et al., 2007). Por outro lado, em estudo recente de Minicucci et al. (2011)
observou-se progressivo aumento de expressao da proteina pro-apoptética p53 em
hiperplasias e displasias epiteliais induzidas na mucosa bucal de ratos a partir da
utilizacdo deste modelo experimental, mas esta ndo mostrou associagcdo com
mutacg&o no gene Tp53.

Dentre as alteragbes complexas que levam a transformacdo maligna, a
imortalizacdo parece ser um evento crucial. A BMI-1 € uma proteina necessaria
para a manutencéo da autorrenovacao celular (PARK; MORRISON; CLARKE, 2004,
WANG et al.,, 2010) que atua na indugdo da atividade da telomerase e na
imortalizacdo das células epiteliais humanas (SONG et al., 2006). Acredita-se que
esta proteina seja um dos marcadores de célula-tronco essenciais para a
manutencdo das propriedades de auto-renovacao da tumorigenicidade do cancer de
cabeca e pescoco (PRINCE et al.,, 2007; HUANG et al., 2009). Nesta situacao, ha
aumento da expressdao da BMI-1 gerando desregulacdo da proliferagcdo e
imortalizacdo das células epiteliais, levando a um pior prognostico (HAYRY et al.,
2010). Contudo, existem poucas informacdes a respeito da imunoexpressao desta
proteina nos estagios iniciais da carcinogénese experimental.

Sabe-se que 0 progressivo aumento da proliferacdo celular € um dos
principais eventos durante a progressao tumoral, contribuindo tanto na ocorréncia de
erros na replicacdo e no acumulo de mutagbes, quanto na invasdo dos tecidos
vizinhos (TOMATIS, 1993; MACLUSKEY et al., 1999). Além disso, alguns estudos
demonstraram que o aumento gradual da atividade proliferativa do tecido epitelial é



importante j& nos estagios que antecedem a invasao do tecido conjuntivo (HUANG
et al., 1994; WARNAKULASURIYA; MACDONALD, 1995; LAN et al., 1996). O Ki-67
€ uma proteina nuclear ndo-histénica expressa em todas as fases do ciclo celular,
exceto em GO (GERDES et al., 1983) que vem sendo amplamente utilizada como
marcador de proliferacdo celular em casos de diferentes disturbios de maturagéo
epitelial e carcinomas espinocelulares. Estudos tém demonstrado que o aumento da
sua expressdo na camada suprabasal do epitélio mostrou relacdo direta com a
severidade da displasia epitelial em leucoplasias (GONZALEZ-MOLES et al., 2000).
Diante do que foi exposto, constata-se que ndo esta claro como as alteragcdes
no controle da atividade proliferativa e dos mecanismos relacionados a imortalizagéo
se relacionam durante as diferentes etapas da progresséao tumoral, sendo importante

a realizacdo de mais estudos para aprofundar o entendimentos desses eventos.



2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar proliferacdo e imortalizacédo celulares em
epitélio lingual de ratos submetidos ao modelo de carcinogénese induzida pelo
4ANQO.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar proliferacao celular e ocorréncia de imortalizacéo
celular no epitélio lingual de ratos submetidos ao modelo de carcinogénese bucal
induzida pela 4NQO. Foram utilizados 43 ratos Wistar machos distribuidos em
grupos experimentais: controle (n=10), 4NQO (n=33). Os animais do grupo controle
receberam racdo padrdo e agua ad libitum e foram submetidos a eutanasia apos 20
semanas de experimento. Os animais do grupo 4NQO receberam o carcin6geno
diluido em agua (25 ppm) e racéo padrao e foram submetidos a eutanasia apos 4
(n=10), 12 (n=10) ou 20 (n=13) semanas de experimento. Clinicamente, as lesbes
foram classificadas em mancha/placa, nodulos e Ulceras. Houve uma maior
incidéncia de lesGes nos animais do grupo T20. Foram encontradas 65 lesbes a
partir da analise histopatologica, sendo as primeiras percebidas no grupo T4. A
proliferacédo celular aumentou progressivamente ao longo dos estagios de alteracfes
histopatolégicas. A imunomarcacdo por BMI-1 aumentou progressivamente a
medida que as alteracdes histopatolégicas se tornavam mais graves e
estatisticamente maiores no estagio carcinoma in situ/carcinoma espinocelular.
Houve correlacdo entre as imunomarcacdes por Ki-67 e por BMI-1 (Correlacdo de
Spearman, R=0,33, p=0,03). Os resultados deste estudo indicam que proliferacéo e
imortalizacdo celulares sdo eventos relacionados e que a proliferacdo celular
aumenta gradualmente e a imortalizacdo celular aumenta no estagio mais avancado
da progresséao tumoral.

Palavras-chave: Carcinogénese. Modelo experimental. Imortalizacéo celular.
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INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CEC) é a neoplasia maligna mais comum em
boca correspondendo a aproximadamente 94% dos casos (Warnakulasuriya, 2009),
apresentando crescimento rapido e invasivo (van der Waal, 2013). Dentre fatores de
risco extrinsecos e intrinsecos, o consumo de tabaco e de alcool sdo os principais
fatores associados a ocorréncia do CEC (Franco et al., 1989; Llewellyn, Johnson e
Warnakulasuriya, 2004; Rodriguez et al., 2004), especialmente de forma combinada
(Blot et al., 1988).

A alta taxa de mortalidade associada ao cancer de boca se deve, em parte, a
sua deteccdao tardia em estagios em gque ja houve disseminacao a distancia (Gourin
e Johnson, 2001; Ling, Mijiti e Moming, 2013). Este fato poderia ser atenuado a
partir da identificacdo de biomarcadores que tivessem a capacidade de predizer
transformacdo maligna ou de uma maior compreensdo dos estagios iniciais da
progressao tumoral.

Estudos com modelo experimental em roedores permitem aprofundar o
entendimento dos disturbios envolvidos na carcinogénese bucal desde os estagios
subclinicos até a sua manifestacéo clinica, permitindo uma melhor compreenséo das
alteracdes moleculares e celulares que ocorrem durante a progressao tumoral e
para desenvolver formas alternativas de tratamento. Alguns modelos de
carcinogénese bucal induzida utilizam substancias anélogas aos carcinGgenos
presentes no tabaco. Dentre eles, 0 4ANQO € um dos mais utilizados em ratos, pois
pode ser diluido na 4gua de abastecimento, tornando facil a sua administracédo
(Umemura et al., 2008; Hong et al., 2009; Minicucci et al., 2009; Ribeiro et al., 2009;
Fracalossi et al., 2010; Naoi et al., 2010; Vered et al., 2010; Fracalossi et al., 2011;
Minicucci et al.,, 2011; Miranda et al., 2011; Moon et al., 2012). Além disso, este
modelo induz lesBes preferencialmente na lingua, um dos sitios preferenciais para a
ocorréncia CEC em humanos (Martinez, 2012).

Dentre as alteracdes complexas que ocorrem durante a progressao tumoral,
proliferacdo e imortalizacdo celulares parecem ser eventos cruciais. A BMI-1 € uma
proteina necessaria para a manutencdo da autorrenovacéao celular (Park, Morrison e
Clarke, 2004; Wang et al., 2010) que atua na inducéo da atividade da telomerase e
na imortalizacdo das células epiteliais humanas (Song et al., 2006). Acredita-se que

esta proteina seja um dos marcadores de célula-tronco essenciais para a
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manutenc¢ao das propriedades de auto-renovacgéo da tumorigenicidade do cancer de
cabeca e pescoco (Prince et al., 2007; Huang et al., 2009). Nesta situacdo, ha
aumento da expressdao da BMI-1 gerando desregulacdo da proliferacdo e
imortalizacdo das células epiteliais, levando a um pior prognéstico (Hayry et al.,
2010). Contudo, existem poucas informacdes a respeito da imunoexpressao desta
proteina nos estagios iniciais da carcinogénese experimental.

Sabe-se que o progressivo aumento da proliferacdo celular é um dos
principais eventos durante a progressao tumoral, contribuindo tanto na ocorréncia de
erros na replicacdo e no acumulo de mutagdes, quanto favorecendo a invasdo dos
tecidos vizinhos (Tomatis, 1993; Macluskey et al., 1999). Além disso, alguns estudos
demonstraram que o aumento gradual da atividade proliferativa do tecido epitelial &
importante ja nos estagios que antecedem a invasao do tecido conjuntivo (Huang et
al., 1994; Warnakulasuriya e Macdonald, 1995; Lan et al., 1996). O Ki-67 € uma
proteina nuclear ndo-histbnica expressa em todas as fases do ciclo celular, exceto
em GO (Gerdes et al., 1983) que vem sendo amplamente utilizada como marcador
de proliferacdo celular em displasia epitelial bucal e cancer bucal. Estudos tém
demonstrado que o aumento da sua expressdo na camada suprabasal do epitélio
mostrou relacdo direta com a severidade da displasia epitelial em leucoplasias
(Gonzalez-Moles et al., 2000).

O objetivo deste estudo foi avaliar como proliferacdo e imortalizacédo celulares
se modificam no epitélio lingual de ratos submetidos ao modelo de carcinogénese
induzida pela ingestdo do 4NQO desde o estagio subclinico da doenca até o

surgimento do carcinoma espinocelular.
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MATERIAIS E METODOS

Quarenta e trés ratos Wistar machos (dois meses de idade) pesando
aproximadamente 300g foram obtidos do biotério da Universidade Federal de
Pelotas/Brasil. Os animais foram pesados, randomizados e agrupados em quatro
grupos. O grupo controle (n=10) recebeu racdo balanceada padrao para roedores e
agua ad libitum. Os grupos experimentais receberam racdo balanceada e solucéao de
4NQO (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluida na &agua de beber com
concentracéao final de 25 ppm durante 4 semanas (T4, n=10), 12 semanas (T12, n=
10) ou 20 semanas (T20, n=13). A solucdo era acondicionada em mamadeiras de
vidro pintadas, para evitar degradacdo do 4NQO pela luz. Os animais
permaneceram em ambiente climatizado (20+2°C), umidade relativa entre 50% e
60% e ventilacdo adequada com ciclo claro/escuro de 12 horas. O peso dos animais
e 0s consumos de racdo, agua e de solucdo de 4NQO foram monitorados
semanalmente e o0 estado de saude geral, diariamente. Ap0s o0 periodo
experimental, os animais foram submetidos a eutandsia por exsanguinacdo por
puncédo cardiaca ap0s anestesia geral com isoflurano (5% em 0,5 L/min de O,). Este
estudo foi aprovado pelo comité de ética local de pesquisa no uso de animais

(protocolo n°. 140049).

Anédlise clinica

No momento da eutanasia, as linguas removidas cirurgicamente foram
submetidas a uma avaliacdo macroscopica, sendo a presenca de lesbes registrada.
Estas foram classificadas como mancha/placa, nédulo ou ulcera (Figura 1: A, B e C,

respectivamente).

Figura 1. Apresentacdes clinicas das
diferentes lesGes encontradas (A:
Mancha/Placa, B: Nodulo, C: Ulcera).
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Anélise histopatoldgica

Apoés andlise clinica, as linguas foram imersas em solucdo de formalina a
10% tamponada para fixacdo e posterior processamento para emblocamento em
parafina. Cortes histologicos de 3um foram obtidos dos blocos de parafina e
submetidos a técnica de coloragdo de hematoxilina e eosina (HE). A partir da analise
histopatologica, os espécimes foram classificados em: sem alteragdes, hiperplasia
epitelial com hiperceratose, displasia epitelial (leve, moderada e severa), carcinoma
in situ, e carcinoma espinocelular (Warnakulasuriya, 2008). A frequéncia de cada
tipo de leséo foi registrada para cada grupo. No grupo controle, a mucosa do dorso
da lingua foi utilizada como referéncia para andlise histopatoldgica.

Imunohistoquimica

Cortes histologicos de 4um, em laminas silanizadas, foram desparafinizados
em estufa a 60°C por 12 horas, seguidas por banhos em xilol e hidratacdo em éalcool.
As laminas foram imersas em solucdo de peréxido de hidrogénio a 0,3% em metanol
para bloqueio da peroxidase enddgena. A seguir, o corte foi submetido a
recuperacdo antigénica e entdo incubado com os anticorpos primarios anti-Ki-67
(1:50, MIB-1, DAKO) e anti-BMI1 (1:100, Ab14389, Abcam). Como controle positivo para
reagcbes imunohistoquimicas do Ki-67 e BMI-1 foram utilizados, respectivamente,
Hiperplasia Linfoide Folicular e Carcinoma espinocelular.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com peréxido de Hidrogénio
a 5%, seguida do bloqueio das reacdes inespecificas com a utilizacdo de leite em
p6. O anticorpo secundario e a streptavidina fazem parte do kit LSAB (Dako) que foi
utilizado, e a revelacao foi feita com o kit DAB (DAB, DakoCytomation, USA), que
contém 0,03% de 3-31-diaminobenzidina, e foram contra-coradas com solucédo de
hematoxilina de Harris. Todas as reagbes foram acompanhadas de controles
positivos de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Para o controle negativo, 0s
anticorpos primarios foram substituidos por albumina sérica bovina (BSA) a 1%
diluida em tampdo TRIS-HCI, pH 7,4. Apenas células coradas em marrom,
independentemente de sua intensidade, foram consideradas como positivas.

Para cada lamina imunomarcada para o Ki-67 foi registrado o numero de
células positivas para cada 1000 células epiteliais, compreendendo a
aproximadamente 5 campos microscopicos de 400x de magnificacdo (Fracalossi et
al., 2011).
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A avaliacdo da imunomarcagdo com BMI-1 utilizou o sistema de escores de
positividade (Buduneli et al., 2007): muito baixa (0-30%), baixa (30-50%), moderada
(50-80%) e alta (>80%).

Analise estatistica

A distribuicdo dos dados relacionados as diferentes variaveis foi testada a
partir da aplicacado dos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Peso inicial
(9), peso final (g) dos animais, peso de racéo (g) e volume de solu¢cbes consumidas
(ml) por gaiola apresentaram distribuicdo normal. Dessa forma, a comparacao entre
os grupos foi realizada a partir do teste de Andlise da variancia (ANOVA) seguido do
teste de comparacdes multiplas (post-hoc) de Tukey. Ganho de peso (%) mostrou
distribuicdo nédo-normal dos dados, sendo os dados dos grupos comparados por
meio do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacbes mudiltiplas de
Dunn. Os resultados da quantificagdo da imunomarcacdo pelo Ki-67 foram
comparados com o auxilio do teste de ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey.
O teste do Qui-quadrado foi utilizado para comparacdo dos escores para
imunomarcacédo de BMI-1 entre os grupos.

A relagéo entre imunomarcagéo pelo Ki-67 e pelo BMI-1 foi avaliada de duas
formas. Primeiramente, os diferentes escores de imunomarcagdo para o BMI-1
foram considerados como fator de agrupamento (variavel independente) e os valores
para Ki-67 foram comparados pelo teste de ANOVA seguido do teste post-hoc de
Tukey. Além disso, a correlacdo entre as varidveis foi testada pelo teste de
correlacdo de Spearman. As analises foram realizadas no programa PASW 18.0 e o

nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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RESULTADOS

Do total de 43 ratos, um animal do grupo experimental T20 morreu antes de
completar o estudo (172 semana). A variagcdo de peso corporal e o consumo de
racao e solucédo ao longo do experimento estdo apresentados nas tabelas 1 e 2. Na
analise da variacdo de ganho de peso (%) ao longo do experimento, observou-se
que houve um menor ganho nos grupos T4 e T20. No grupo T4, também houve
menor consumo de ragdo. Em relagdo ao consumo de solucdo, os grupos que
receberam carcindégeno apresentam tendéncia (p=0.05) a um menor consumo de

solucdo em comparacéo ao grupo controle.

Tabela 1. Peso inicial (g), final (g) e ganho de peso (%) nos diferentes grupos.

Peso inicial (9)* Peso final (9)* Ganho de peso (%)#
Grupo Média (DP) p Média (DP) p Média (DP) p
Controle 362,42 (31,96) 0,85 511,63 (43,43)a <0,01 41,32 (5,15) a <0,01
T4 364,56 (33,23) 376,40 (47,10) b 3,03 (6,03) b
T12 364,07 (35,97) 454,19 (50,87) ac 24,68 (4,91) ¢
T20 373,65 (35,52) 416,67 (75,49) bc 11,15 (15,40) b

* ANOVA/Tukey. # Kruskal Wallis/Dunn. Os valores seguidos pelas mesmas letras ndo
diferem entre si.

Tabela 2. Consumo de racao e solugéo por grupo experimental.

Racéao Solucgéo
Grupo Média (DP) p Média (DP) P
Controle 24,17 (1,41) a <0,01 32,65 (3,41) 0,05
T4 14,69 (2,68) b 21,95 (2,82)
T12 22,17 (1,98) a 22,63 (2,20)
T20 22,63 (1,61) a 27,26 (6,47)

ANOVA/Tukey. Os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si.

A tabela 3 apresenta 0 numero de lesdes clinicas e alteragbes
histopatoldégicas em cada grupo experimental. Nos grupos T4 e T12 as lesdes
clinicas foram mais discretas e ndo houve mais que uma lesédo clinica por sitio
anatémico (dorso e ventre de lingua). Nestes grupos realizou-se uma avaliagao para

dorso e outra para ventre de lingua de cada animal. Em alguns animais do grupo
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T20 houve mais do que uma lesédo clinica. Em func¢éo disso, a analise macroscopica
foi realizada de forma a permitir a avaliacdo dessas lesGes separadamente. Os
animais do grupo controle ndo apresentaram nenhum tipo de alteracdo e a mucosa
do dorso da lingua foi utilizada como referéncia para avaliagdo. Foram encontradas
um total de 65 altera¢cBes histopatoldgicas, sendo as primeiras percebidas no grupo
T4. Alguns sitios avaliados (5 do grupo T4 e 1 do grupo T12) ndo apresentaram
alteracdo histopatologica e nao foram incluidos nas avaliacdes subsequentes. N&o
houve avaliacdo de 2 sitios devido a problemas com o processamento da amostra.

A avaliacdo histopatolégica das lesbes diagnosticadas clinicamente como
mancha/placa mostrou desde hiperplasia/hiperceratose até carcinoma
espinocelular. Os nodulos variaram desde displasia epitelial severa até carcinoma
espinocelular e as Ulceras desde displasia epitelial moderada até carcinoma

espinocelular.

Tabela 3. Incidéncia de lesBes clinicas e alteracdes histopatologicas em lingua de
ratos submetidos ao modelo de carcinogénese induzida pela 4NQO.

Controle T4 T12 T20

Andlise clinica

Mucosa normal 10 18 16 -

Mancha/placa - 2 4 19
Nodulo - - - 10
Ulcera - - - 4

Analise histopatolégica

Sem alteracdes 10 5 1 -

1
=
1

Hiperplasia/Hiperceratose
Displasia
- Leve - 6
- Moderada - 1

- Severa - -

~ O ©

Carcinoma in situ - - .

© N 01 © W

Carcinoma espinocelular - - -
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Figura 2. Caracteristicas histopatoldgicas observadas a partir do modelo 4NQO (A:
Sem alteracdes histopatoldgicas, B: Hiperplasia/Hiperceratose, C: Displasia epitelial
severa, D: Carcinoma espinocelular. Hematoxilina-Eosina, 200x).

Os resultados da quantificacdo da imunomarcagdo de Ki-67 estéo ilustrados
no gréafico 1. Houve aumento no numero de células positivas para Ki-67 ao longo dos
estagios de alteracdes histopatolégicas. Apenas entre HH/DisLev e DisMod/DisSev

nao houve diferenga estatisticamente significativa.
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Grafico 1. Quantificacdo da imunomarcacgéo por Ki-67.
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p<0.01 (ANOVA/Tukey). Os valores representados no grafico representam médias (desvios-
padréo).

A partir da analise pelo teste do qui-quadrado observou-se uma associacao
do grupo CIS/CEC com uma maior frequéncia de casos com mais do que 50% de

imunomarcacao (Gréfico 2).

Grafico 2. Escores de imunomarcacao por BMI-1.
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No grafico 3 € ilustrado a associagdo entre as imunomarcacdes por BMI-1 e
Ki-67. A medida que o percentual de imunomarcacdo por BMI-1 aumenta, a
proliferacédo celular torna-se mais alta progressivamente.

A partir do teste de correlacdo de Spearman (R= 0,33 / p=0,03) verificou-se
gue houve uma correlacdo fraca, mas significativa entre imunomarcacgao por BMI-1 e
por Ki-67.

Gréfico 3. Associacao entre as imunomarcacoes por BMI-1 e Ki-67.
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DISCUSSAO

A carcinogénese bucal € um processo de multiplas etapas que se torna
evidente com o aparecimento de lesGes clinicamente detectaveis. Ainda que em
muitos casos o carcinoma espinocelular seja precedido pela leucoplasia, muitas
vezes 0 CEC é detectado em estagios mais avancados (Rivera et al., 2014). O uso
de modelos de carcindgenese experimental possibilita o estudo de alteragdes iniciais
visando uma compreensdo mais profunda deste processo (Herzig e Christofori,
2002).

Este € o primeiro estudo que avaliou alteracbes na proliferacdo e na
imortalizacdo celulares utilizando este modelo. Ainda que se saiba que os dois
eventos sofrem mudancas em carcinomas espinocelulares (Tomatis, 1993; Vincent-
Chong, 2015; Macluskey et al., 1999), ndo estd claro se, durante a progressao
tumoral, um precede o outro ou se o0s dois modificam-se simultaneamente. Este
estudo mostrou que a proliferacdo celular aumenta gradualmente e que a
imortalizacdo celular aumenta no estagio mais avancado da progressao tumoral.

Os resultados do presente estudo mostraram que a proliferacdo celular
aumentou progressivamente a medida que progrediram as alteracdes
histopatologicas desde os estagios iniciais, sendo a maior marcacdo no CEC. Este
achado estd de acordo com Kaplan, Hochstadt e Dayan (2002), Liu et al. (2000) e
Silva et al. (2007) que avaliaram proliferacdo celular a partir do uso de antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) em lesBes obtidas a partir do modelo de
carcinogénese bucal induzida experimentalmente. Da mesma forma, Sato et al.
(2002), a partir da imunomarcacao por Ki-67, reforcaram que a proliferacdo celular
aumenta desde os estagios iniciais da progressdo tumoral. Estudos enfocando nos
mecanismos envolvidos mostraram que as vias de sinalizacdo das moléculas ciclina
D1 (Wilkey et al., 2009) e diacilglicerol (Tsuda et al., 2007) estdo envolvidas nesta
modulacao da proliferacdo celular.

A avaliacdo da imunomarcagdo por BMI-1 aumentou de maneira evidente
apenas no estagio mais avancado da progresséo tumoral (CIS/CEC). Em contraste,
Sumida et al. (1999) e Kim et al. (2001) demonstraram que a atividade da enzima
telomerase, outro indicador de imortalizacdo, aumentou rapidamente nos estagios
iniciais da carcinogénese experimentalmente induzida, mostrando que este evento

se modifica ja no estagio de displasia moderada. Esse dado indica que a relagédo da
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BMI-1 com imortalizacdo celular ndo é tao direta. Outra razdo para explicar esse
resultado seria a participacdo da BMI-1 em outros eventos da carcinogénese como
migracdo e invasao, servindo, ainda, como um marcador de progndstico ruim (He et
al., 2015). Os resultados encontrados no presente estudo, também mostraram
associacao entre as imunomarcacoes pelo Ki-67 e pelo BMI-1, demonstrando que
proliferagdo celular e imortalizacdo sao eventos relacionados. Isso refor¢ga os
achados de Kang et al. (2007) que observaram reducdo da proliferacdo epitelial
frente ao nocauteamento da proteina BMI-1.

Outro resultado interessante foi a imunomarcacdo pelo BMI-1 na mucosa
normal dos animais que nao receberam 4NQO. Isso vai de encontro aos dados
encontrados por Luzar et al. (2004) e Kang et al. (2007) que mostraram auséncia
desta proteina ou marcacao fraca em tecidos epiteliais normais. Contudo, pode-se
afirmar que alguma proporgdo de células imortalizadas na camada suprabasal é
esperada para prevenir morte celular precocemente durante a maturacdo epitelial.
Segundo Lee et al. (2008), essa funcao seria importante para assegurar a renovagao
de epitélios estratificados.

A utilizacdo de modelos de carcinogénese induzida em animais permite um
controle sobre os niveis de exposicdo as substancias que tem potencial
carcinogénico e o estudo de diferentes estagios da progressao tumoral (Kanojia e
Vaidya, 2006). Além disso, esse tipo de experimento possibilita avaliagdo da mucosa
clinicamente normal de animais que receberam o carcindgeno. Isso permite a
avaliacdo das alteracdes que ocorrem nos eventos precoces da carcinogénese, 0
que futuramente poderia contribuir no estabelecimento de medidas preventivas.
Outra vantagem dos modelos de carcinogénese experimental € que em estudos com
seres humanos a determinacdo do nivel de exposi¢cdo € imprecisa, pois 0os dados
sdo obtidos a partir do relato dos pacientes. O modelo de carcinogénese induzida
pelo 4NQO é um dos mais utilizados e reproduz alteracdes pré-malignas que
ocorrem em seres humanos (Kanojia e Vaidya, 2006; Martinez, 2012). Nauta et al.
(1995) compararam displasia epitelial em humanos e ratos a partir de graus de
distirbios de maturacdo epitelial, verificando que alteracdes histopatologicas
induzidas por 4NQO sao semelhantes as encontradas em humanos.

A partir deste modelo, a lingua é o sitio anatbmico onde mais aparecem
lesGes, provavelmente devido ao contato com o carcin0geno quando o mesmo é

diluido na agua de abastecimento (Carvalho et al., 2012; Ribeiro et al., 2004). Além
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da mucosa lingual, outros sitios bucais podem apresentar lesdes, como palato e
gengiva (Ribeiro e Salvadori, 2007; Kaplan et al.,, 2002). O palato costuma
apresentar alteracdes displasicas (2 semanas) quando o método de administracéo é
aplicacao topica (Nauta et al., 1996). De forma semelhante ao que acontece em
seres humanos, as lesbes em gengiva aparecem tardiamente, indicando que esse
sitio anatbmico é mais resistente (Ribeiro e Salvadori, 2007). Contudo, a
comparacao dos resultados obtidos em diferentes estudos utilizando modelos de
carcinogénese induzida em animais € dificil em funcdo da ampla variacdo dos
protocolos experimentais, em relacdo ao tempo de exposi¢cdo aos carcindgenos, a
via de administracdo e a dose do carcindgeno utilizada para inducdo de tumores
(Martinez, 2012).

O aparecimento de lesGes potencialmente malignas e malignas neste modelo
parece ser proporcional ao tempo de ingestdo do carcinogéno, semelhante ao
observado em humanos com relaggo ao CEC (Franco et al, 1989).
Interessantemente, em alguns animais tratados com 4NQO por periodos mais curtos
de tempo, mucosas consideradas clinicamente normais apresentaram alteracdes
histopatolégicas que variaram desde hiperplasia epitelial/hiperceratose até displasia
severa. LesOes classificadas clinicamente como manchas/placas em animais com
menor tempo de exposicdo ao 4NQO (4 e 12 semanas) corresponderam a
alteracdes mais brandas como hiperplasia epitelial e displasia epitelial leve. Em
animais submetidos ao tempo experimental mais longo (20 semanas) foram
observadas lesbes de aspecto clinico semelhante, porém apresentando alteracfes
histopatoldgicas mais graves, como carcinoma in situ e carcinoma espinocelular
invasivo. Esse espectro amplo de alteraces histopatoldégicas na manchas e placas
reproduz 0 que se observa em leucoplasias observadas em humanos
(Warnakulasuriya, 2008), reforcando a validade da utilizacdo deste modelo para
aumentar a compreensao da carcinogénese bucal em humanos.

Em conclusdo, os resultados deste estudo indicam que proliferacdo e
imortalizacdo celulares sao eventos relacionados e que proliferacéo celular aumenta
gradualmente ao longo da progresséo tumoral e que o aumento da imortalizacao se
torna evidente no estagio tardio. Contudo, mais estudos Sdo necessarios para
elucidar os eventos que ocorrem durante a carcinogénese a fim de estabelecer

possiveis preditores de transformag&o maligna.
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4 CONSIDERAC}@ES FINAIS

Modelos de carcinogénese induzida experimentalmente sdo importantes, pois
permitem um melhor detalhamento e compreensdo das fases da progressao
tumoral. A partir destes estudos, torna-se mais facil o estudo de biomarcadores que
possam ser cruciais para gerar novas perspectivas de diagndéstico e de tratamento.
Mesmo havendo semelhangas entre os tecidos de animais e humanos, os resultados
obtidos a partir de experimentos com animais devem ser analisados com cuidado,
nao sendo possivel a sua extrapolagéo direta para humanos.

Os achados clinicos e histopatologicos deste trabalho contribuiram para que a
metodologia aplicada no modelo de carcinogénese que utiliza 4-nitroquinolina 1-
oxido seja consolidada como referéncia de modelo experimental para inducdo de
lesGes pré-malignas e formacdo de tumor propriamente dito e, dessa forma,
colaborar com a investigagdo de novos mecanismos envolvidos nesse processo.

Este modelo tem potencial para aumentar a compreensdo dos mecanismos
de desenvolvimento a partir da associacdo de fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca como o alcool. Além disso, a possibilidade de estudar a
capacidade de substancias prevenirem ou atenuarem a formagéo de tumores parece

promissora.
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APENDICE A - CARACTERISTICAS CLINICAS DA MUCOSA NORMAL E DAS

DIFERENTES LESOES INDUZIDAS A PARTIR DO MODELO 4NQO

A: Mucosa normal

B: Mancha/Placa

C: Nédulo
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APENDICE B - CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS OBSERVADAS A
PARTIR DO MODELO 4NQO

A: Sem alteragdes histopatologicas, B: Hiperplasia/Hiperceratose,
C: Displasia epitelial leve, D: Displasia epitelial severa,

E: Carcinoma in situ, F: Carcinoma espinocelular
Hematoxilina-Eosina (200x e 400x).




APENDICE C - IMUNOMARCAGAO POR Ki-67 E BMI-1

A: Ki-67 (sem alteragdes histopatoldgicas), B: BMI-1 (sem alteracdes
histopatolégicas), C: Ki-67 (Displasia epitelial moderada),

D: BMI-1 (Carcinoma in situ), E: Ki-67 (Carcinoma espinocelular),

F: BMI-1 (Carcinoma espinocelular)

Imunomarcacéo por Ki-67 e por BMI-1 (200x e 400x).
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