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RESUMO

O céancer bucal se caracteriza por um crescimento desordenado e descontrolado de
células, € uma doenca multifatorial, tendo como principais fatores de risco o fumo e
o consumo de alcool. A super-expressdo da proteina GRP78 (reguladora da
ativacdo da UPR) ja foi detectada em varios tipos de cancer. A utilizacdo de
substancias para a quimioprevencao é uma estratégia de baixo risco para inibir o
processo de carcinogénese. O acido Docosahexaendico (DHA), surgiu como op¢ao
potencialmente preventiva pela sua atividade pro-apoptotica, em parte por regular a
expressdo de GRP78 durante a carcinogénese. O objetivo foi avaliar o efeito
preventivo do DHA na carcinogénese bucal em ratos Wistar, que foram divididos em
3 grupos: Grupo 1(controle), Grupo 2(4NQO+EtOH), Grupo 3(4NQO+EtOH+DHA).
LesBes clinicamente visiveis foram detectadas a partir de 15 semanas. Em 24
semanas, 100% e 91,66% dos animais dos grupos 4NQO+EtOH e
ANQO+EtOH+DHA, respectivamente apresentavam displasia epitelial, sendo a
maioria de alto grau no grupo 4NQO+EtOH. A expressdo de GRP78 aumentou ao
longo do processo de carcinogénese, enquanto no grupo controle os niveis
mantiveram-se estaveis. A atividade proliferativa, nos grupos 2 e 3, foi maior,
principalmente na camada basal. Assim, concluimos que durante a carcinogénese
bucal ocorre um aumento progressivo dos niveis de GRP78 e que a suplementacéo
com DHA diminui seus niveis por um periodo limitado do processo, o que pode

favorecer o desaceleramento da carcinogénese, mas nao sua inibicao.

Palavras-chave: Cancer bucal. carcinogénese bucal. unfolded protein response.
UPR. GRP7. acido Docosahexaendico. modelo animal. quimoprevencao.



ABSTRACT

Oral cancer is characterized by uncontrolled and uncontrolled cell growth. It is a
multifactorial disease, whose main risk factors are smoking and alcohol consumption.
Overexpression of GRP78 (UPR activation regulator) protein has already been
detected in several cancers. The use of chemoprevention substances is a low risk
strategy to inhibit the carcinogenesis process. Docosahexaenoic acid (DHA) has
emerged as a potentially preventive option for its pro-apoptotic activity, in part by
regulating GRP78 expression during carcinogenesis. The objective was to evaluate
the preventive effect of DHA on oral carcinogenesis in Wistar rats, which were
divided into 3 groups: Group 1 (control), Group 2 (4NQO + EtOH), Group 3 (4NQO +
EtOH + DHA). Clinically visible lesions were detected from 15 weeks. At 24 weeks,
100% and 91.66% of the animals in the 4NQO + EtOH and 4NQO + EtOH + DHA
groups, respectively, had epithelial dysplasia, most of them being high grade in the
4ANQO + EtOH group. GRP78 expression increased throughout the carcinogenesis
process, while in the control group the levels remained stable. The proliferative
activity in groups 2 and 3 was higher, especially in the basal layer. Thus, we
conclude that during oral carcinogenesis there is a progressive increase in GRP78
levels and that supplementation with DHA decreases its levels for a limited period of
the process, which may favor the deceleration of carcinogenesis, but not its
inhibition.

Keywords: oral cancer; oral carcinogenesis; unfolded protein response; GRP78;

Docosahexaenoic acid; animal model, chemoprevention.



SUMARIO

1 ANTECEDENTES ... cotrreettttiiieisirnetetteieessssssseseeesesssssssssssessessssssssssssssessssssssssasssessssssnnnsens 10
L1 CANCER BUGCAL ..ottt ettt ettt ettt e et e e et e e e tae e e e eataeeeeasaaeeeabeeeeenbaeeeenseeseesseeans 10
1.2 RETICULO ENDOPLASMATICO RUGOSO E A UPR ...ttt 11
1.3 AUPR E A CARCINOGENESE.......cciitteitteeititeitteeiteeesseestseesseestesessssessseesssessseessseessseessseessseessseesssees 13
1.4 DESORDENS POTENCIALMENTE MALIGNAS ....oeoittieiieectreeeteeeteeeseeestreessseessseessseessseessseessseesssesssens 15
1.5 MODELOS DE CARCINOGENESE .....vvieitvieiteteiteeeiteeestreestseessseesseeessssessseessssessseesssesssseesssessseesssesssses 16
1.6 QUIMIOPREVENGAO ......ccitietieeitte ettt eetteeeteeestteestaeestaeestseessaeesteeessseeeseeessseesseessseentssesaseensseesaseenseens 17
1.7 QUIMIOPREVENGAO DA CARCINOGENESE BUCAL......ccctieiieeniiierreessieesseessseesseesssesssessssessssesssses 18
1.8 ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA) ..ottt 19

2 JUSTIFICATIVA .o crreeettttteccsrssneeeetesesssssssssesssesssssssssssessessssssssssesssesssssssnssassssssssssnnnsens 23

3 OBUIETIVOS .. eretttisiicrneneessssssssssnnssessssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnssssssssssssnnnsessssssssnns 24
Bl GERAL ...ttt et et be e e be e e be e e be e e bee e ba e e bee e baeeabee e baeeaaeeebaeebeeentes 24
3.2 ESPECIFICOS. ..o eeeeeeeeeeeeee et eeteeevee e s st et s e e eese st es s s e seseeneneseesneeaeneneeeeesenenaene 24

4 ARTIGO ciccceeteetetecccrneeeeeteseecsssseeeeeesessssssneessesesssssssnseessssssssssnnssesssessssssnnnsesesssssssnnnnnens 25

5  CONSIDERAGOES FINAIS c..cctertieetiesriessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassssassssanes 51
6  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cooevreerrtenrtesssessssssssssssssssssssssssssssssssassssanes 53



10

1 ANTECEDENTES

1.1 CANCER BUCAL

7z

Cancer é uma doenca maligna que tem como principal caracteristica o
crescimento desordenado e descontrolado de células. Essas por sua vez, invadem
os tecidos e 6rgaos, devido a capacidade de multiplicacdo e migracdo que possuem,
assim determinando a formacao de tumores clinicamente detectaveis (INCA, 2016).
O MINISTERIO DA SAUDE, em 2015 estimou para 2016 o registro de 596.070
novos casos de cancer no Brasil. Destes, 15.490 seriam na cavidade bucal.

7

O carcinoma espinocelular bucal € a neoplasia maligna mais comum da
cavidade bucal e é derivada de células epiteliais de revestimento da mucosa bucal,
pode ser chamado também de carcinoma epidermdéide ou carcinoma de células
escamosas (BRENER et al., 2007). E caracterizado por ser uma neoplasia epitelial
invasiva que apresenta variados graus de diferenciacdo escamosa e propensao de

produzir metastases para os nodulos linfaticos (PEREIRA et al., 2007).

A etiologia do cancer de boca é multifatorial, mas os principais fatores de risco
sdo habitos como fumo e consumo de &lcool. Apesar dos recentes avangos no
diagnéstico e tratamentos, a taxa de sobrevida dos pacientes apds 5 anos tem-se
mantido em apenas 50% aproximadamente (WARNAKULASURIYA, 2010; KUMAR
et al.,, 2016). As altas taxas de mortalidade se devem ao diagndstico tardio e as
opcOes limitadas de tratamento, como cirurgia e radioterapia, sendo que a
quimioterapia ainda ndo apresenta impacto significativo na sobrevida dos pacientes
com cancer de boca. A falta de opcdes de tratamento vem aumentando a busca por
um melhor entendimento e conhecimento sobre o processo de carcinogénese
(SIDHU et al., 2015).

A carcinogénese inicia ap0s a célula acumular alteragBes suficientes que a
facam perder a capacidade de reparo de DNA e inducdo a apoptose associado a
uma proliferagdo intensa e descontrolada. O ilimitado potencial replicativo, a
autossuficiéncia sobre os sinais de crescimento e a insensibilidade aos sinais

inibidores do crescimento, a evasdo da apoptose, a angiogénese, e a invasao de
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tecidos e metéstases, sdo caracteristicas-chaves que a célula desenvolve ao se
tornar cancerigena (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

7

A desregulacdo da apoptose é um dos eventos mais importantes da
carcinogénese. O controle da apoptose envolve genes supressores de tumores,
oncogenes, genes da familia Bcl-2, receptor de fatores apoptoéticos, mitocondriais e
caspases (JAIN et al., 2014). Em casos de células que se encontram sob a acéo de
agentes estressantes, essas podem ser induzidas a apoptose pelo reticulo
endoplasmatico (GIAMPIETRI et al., 2015).

Diversos estudos ja relatam que o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e a
ativacdo da via de resposta da proteina mal dobrada, em inglés, Unfolded Protein
Response (UPR) estdo envolvidos no surgimento e progressédo do cancer de cabeca
e pescoco (LIN et al., 2010; SLOTTA-HUSPENINA et al., 2012).

1.2 RETICULO ENDOPLASMATICO RUGOSO E A UPR

O estudo do envolvimento do RE no cancer bucal é importante por este ser uma
organela composta por uma membrana continua, responsavel pela sintese,
enovelamento e maturacéo de proteinas (SAIBIL, 2008). A alteracdo da homeostase
no RE pode ocorrer devido a agentes estressores que resultam no aumento da
sintese de proteinas mal dobradas, como diminuicdo dos niveis de célcio,
diminuicdo dos niveis de glicose, hipoOxia, isquemia, mutacfes genéticas que
produzem proteinas alteradas, alteracées nos niveis redox, infeccdes virais, entre
outras (KAUFMAN, 2002). A agregacao de proteinas é tdxica para a célula e muitas
condicdes patoldégicas sdo associadas ao estresse do RE, como doencas

neurodegenerativas, diabetes e cancer (SZEGEZDI et al., 2006).

O enovelamento correto das proteinas ocorre com auxilio das chaperonas (Saibil,
2008). Estas fazem parte de uma familia de proteinas, que tem como uma das suas
funcbes, o envio das proteinas que nado atingiram a configuracdo correta para
destruicdo. As chaperonas usam energia da hidrolise de ATP para desenovelar
proteinas, possibilitando um novo enovelamento, dessa vez na forma correta ou no
lugar correto. Porém erros podem acontecer causando um mal dobramento destas

proteinas, que podem resultar em mal funcionamento celular. Se isso ocorrer as
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chaperonas encaminharédo estas proteinas mal dobradas a destruicdo (FENTON;
HORWICH, 2003).

A UPR é uma via de transducédo de sinal que permite a comunicagao entre o RE
e 0 nucleo, ativando a expressdo de diversos genes-alvos, envolvidos na
manutencdo da homeostase celular, por meio dos processos de translocacao,
glicosilagdo, degradagdo e transporte protéico (SCHRODER; KAUFMAN, 2005;
RON; WALTER, 2007). A UPR apresenta dupla funcdo, em um primeiro momento,
ela atenua os danos associados com o estresse ER, porém se isso ndo for possivel,
ou suficiente, ela ativa a apoptose da célula (WANG; GROENENDYK; MICHALAK,
2014).

A proteina GRP78 (proteina regulada por glicose 78), também chamada de BIP
(proteina de ligagdo de imunoglobulinas), funciona como um sinal de retengdo no
RE. Quando proteinas mal enoveladas se acumulam abundantemente no interior do
RE, as chaperonas se ligam a eles. Porém a funcdo da GRP78 nao é realizar o
enovelamento das proteinas, mas manté-las no RE num estado favoravel ao
enovelamento (LEE, 2005).

Na tentativa de restabelecer a homeostasia do RE, a via UPR é ativada, a qual é
regulada por trés proteinas transmembranas, a IRE1a (enzima dependente de
inositol-1), ATF6 (fator de ativacdo transcricional 6) e PERK (quinase do reticulo
endoplasmatico PKR-like), ilustrado na Figura 1. Estas proteinas se encontram
normalmente ligadas a chaperona GRP78, pelo dominio amino-terminal da PERK e
da IRE1, e ao dominio carboxi-terminal da proteina ATF6, quando o RE se encontra
em homeostasia. Porém em situacfes de estresse as trés proteinas sao liberadas
através do desligamento da GRP78 que é recrutada para auxiliar no enovelamento
proteico (KAUFMAN, 2002; SCHRODER; KAUFMAN, 2005; WANG; KAUFMAN,
2014; GIAMPIETRI et al., 2015).
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Figura 1 - Esquema da via UPR (SZEGEZDI et al., 2006)
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O mecanismo de atuacdo busca remover as proteinas mal dobradas, fazendo
com que a sintese destas volte ao normal e assim a célula também retorne ao seu
funcionamento normal. Se o estresse for muito intenso ou prolongado, a via perde a
capacidade de remover as proteinas mal dobradas e encaminha a célula para
apoptose. Quando o estresse é de forma crbnica as células mantém a UPR ativa
para que as proteinas mal dobradas sejam corrigidas, isso faz com que a propria
célula se adapte ao estimulo agressor e sobreviva. Entretanto este processo de
adaptacdo da célula ainda ndo é bem compreendido (RUTKOWSKI; KAUFMAN,
2007).

1.3 A UPRE A CARCINOGENESE

Quando o cancer ja esta estabelecido, as células apresentam uma atividade
altamente proliferativa mesmo com pouca vascularizagao, criando um microambiente
desfavoravel caracterizado por baixo pH, pouco oxigénio e pouca glicose, além de
outros fornecimento de nutrientes (BROWN; GIACCIA, 1998). Pouca disponibilidade
de glicose afeta a glicosilacédo de proteinas e producéo de ATP, levando ao acumulo
de proteinas deformadas no RE (PARK et al., 2004). Assim como em condi¢des de
hipoxia, a falta de oxigénio coloca uma maior demanda sobre o dobramento de
proteinas (TU; WEISSMAN, 2002).
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Em condi¢cdes normais, estes sao os fatores que contribuem para a morte celular
mediada pelo stress do RE, mas as células cancerosas evoluem e criam formas de
se adaptar a esse estresse ambiental e assim, escapar do destino de apoptose. No
microambiente hostil do tumor a UPR promove a capacidade das células de se
adaptarem e sobreviverem através da ativacdo de vias de resposta ao estresse e
aumento da expressdo de chaperonas. As evidéncias apontam que células
cancerigenas se adaptam ao microambiente tumoral em parte pelo aumento da
expressao de GRP78 (WANG; GROENENDYK; MICHALAK, 2014).

A UPR desempenha um papel em diversas vias de sinalizagdo na transformacgéo,
invasdo celular, migracdo celular, metastase, neovasculariza¢do, proliferacdo e
manutencdo do metabolismo energético das células cancerigenas (NAGELKERKE
et al., 2013; HAZARI et al., 2016).

A sobre-expressdo de GRP78 foi verificada em véarios tipos de cancer, e um
fendtipo mais agressivo e um pior prognéstico foram observados no cancer da
prostata que sobre-expressam esta proteina. A presenca desta proteina € um
marcador da via UPR nas células (DICKS et al., 2015).

A PERK também tem papel importante na carcinogénese, ela fornece tanto sinais
pré-sobrevivéncia e de sinalizacdo pré-apoptética. Ainda ndo esta claro o que dita
essa diferenca de sinalizacdo. Sabe-se que a PERK tem fun¢édo na iniciagdo do
tumor, na adaptacéo ao estresse do microambiente tumoral, e na quimio-resisténcia
(BU; DIEHL, 2016).

Além de a UPR ter papel na carcinogénese, ela também atua na quimio-
resisténcia dos tumores. Pela capacidade anti-apoptotica que a UPR fornece as
células, estas acabam se tornando cada vez mais resistentes aos danos ao DNA.
Essa capacidade das células se adaptarem ao microambiente tumoral, ao estresse
causado pela hipdxia, autofagia e apoptose tornam 0s tumores mais agressivos e
mais resistentes aos tratamentos anti-tumorais (DONG et al., 2005; LUO; LEE, 2013;
CHEVET,; HETZ; SAMALI, 2015; BU; DIEHL, 2016). Estudos que avaliaram a
presenca da proteina por meio da imuno-histoquimica sugerem que maior expressao

do GRP78 desempenha um papel crucial na proliferacdo, migracdo e invasdo de
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células cancerigenas do pancreas e é considerado marcador prognostico adequado
no adenocarcinoma ductal pancreatico (NIU et al., 2015).

1.4 DESORDENS POTENCIALMENTE MALIGNAS

O reconhecimento das alteragdes clinicas e histopatolégicas anteriores ao
carcinoma espinocelular bucal é crucial para o diagnostico e tratamento precoce dos

pacientes.

O termo “Desordens potencialmente malignas” (DPM) é usado pois indica que
nem todas as lesfes e condicOes descritas sob esse termo podem se transformar
em cancer, e sim que ha alteracbes morfologicas entre as quais algumas podem ter
um potencial aumentado para transformacdo maligna. Diversas lesfes ja foram
incluidas nesse grupo como a leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica e liquen
plano (VAN DER WAAL, 2009).

A leucoplasia bucal € um termo usado para definir “placas predominantemente
brancas de risco questionavel, excluindo (outras) doencas ou disturbios conhecidos
que nao apresentam risco aumentado de céncer” (VAN DER WAAL, 2009;
WARNAKULASURIYA; JOHNSON; VAN DER WAAL, 2007). Em 2003, a prevaléncia
mundial estimada para as leucoplasia estava entre 1,7% e 2,7% (PETTI, 2003). A
taxa de transformacdo maligna das leucoplasias varia de 0,13% a 34,0%
(WARNAKULASURIYA; ARIYAWARDANA, 2016), essa variacdo se da pela
ponderacédo pelos anos de acompanhamento das lesdes, que varia em torno de 1%
ao ano (VAN DER WAAL, 2009).

Microscopicamente, as leucoplasias podem apresentar diferentes disturbios de
proliferacdo e diferenciacao epiteliais. Displasia epitelial € um termo usado para
descrever disturbios na arquitetura epitelial, acompanhados de atipia celular e perda
de estratificacdo e maturagdo dos queratindcitos. A deteccdo de displasia é um dos
principais preditores de transformacgao maligna nos tecidos (MUSTAFA et al., 2019).
Encontrar formas de estacionar o processo que induz ao surgimento das DPM, ou a
sua transformacao, € um desafio, por isso diversas pesquisas buscam mecanismos

que atuem desta forma.
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1.5 MODELOS DE CARCINOGENESE

Para compreendermos os mecanismos moleculares de inducdo e progressao
dos tumores, principalmente do cancer bucal, precisamos de modelos que
reproduzam este processo, por isso usamos 0s modelos animais para este fim. Para
reproduzir os tumores nos animais, existem os modelos de indu¢Bes quimicas, 0s
tumores transplantados (singénicos), os xenoenxertos, os modelos angiogénicos e
metastaticos (MOGNETTI; DI CARLO; BERTA, 2006; SMITH; THOMAS, 2006).

Os modelos quimicos atualmente sdo os mais utilizados devido a forte
associacdo encontrada entre a carcinogénese e o uso de substancias como fumo e
alcool (SMITH; THOMAS, 2006). As substancias quimicas mais utilizadas sdo o 4-
nitroquinolinel-6xido (4NQO) e o alcool em associagdo, para uma melhor
reprodutibilidade das lesdes que acontecem nos humanos (OSEI-SARFO et al.,
2013).

O 4NQO é um carcinégeno sintético sollvel em agua, e mimetiza o uso cronico
do fumo. As alteracbes causadas pela exposicdo desta substancia imitam as
diferentes fases do cancer bucal em humanos, desde alteragcbes no padrao
histol6gico, até lesdes clinicamente visiveis. Microscopicamente, este modelo
também simula a progressao tumoral de lesdes displasicas, ao carcinoma in situ, até
o carcinoma bem diferenciado no modelo animal (PRIME et al., 1986). A inducéo
destas alteracbes se da pela capacidade que o 4NQO possui de produzir um
metabdlito, o 4-hidroxiaminoquinolona-N-6xido (4HAQO), que causa alteracfes no
DNA das células, devido a um forte estresse oxidativo intracelular (TANAKA et al.,
2002).

Para tornar esse modelo mais fidedigno ao processo de carcinogénese bucal
pode ser utilizado o etanol concomitantemente. A funcdo especifica do alcool neste
processo ainda ndo esta totalmente esclarecido (OSEI-SARFO et al., 2013). Ele
pode funcionar como um solvente, que facilita a absor¢cédo de outros compostos
cancerigenos, especialmente aqueles encontrados no fumo (HOWIE et al., 2001;
SEITZ; STICKEL, 2007). O acetaldeido € um subproduto do etanol e € considerado
um composto genotdxico, atuando como um agente cancerigeno em humanos

através da inducdo de mutacfes, além de promover o intercambio de crométides,
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interferindo na sintese e reparo do DNA (SEITZ; STICKEL, 2010). Outras possiveis
contribuicbes do etanol a carcinogénese incluem a producdo de radicais livres,
deficiéncias nutricionais e imunoldgicas (POSCHL; SEITZ, 2004, BOFFETTA;
HASHIBE, 2006).

O uso do 4NQO e do etanol associados no modelo murino de carcinogénese se
mostra Gtil na determinacdo dos passos iniciais que conduzem a transformacao
neoplasica na cavidade bucal. A semelhanca entre 0 modelo murino e o ser humano
nos possibilita tal comparagcao. (OSEI-SARFO et al., 2013).

1.6 QUIMIOPREVENCAO

O termo quimioprevencao refere-se ao uso de agentes e/ou substancias para
prevenir, interromper ou reverter o processo de transformacdo maligna das células
(MONTEIRO DE OLIVEIRA NOVAES; WILLIAM, 2016). A quimioprevencéo pode ser
dividida em trés estratégias principais: a primaria, a secundaria e a terciaria. A
quimioprevencgdo primaria é usada para individuos saudaveis com risco elevado de
desenvolvimento de céancer, por exemplo, individuos expostos a acdo de
carcindbgenos, no presente ou no passado. Tipos de quimioprevencdo primaria
incluem a vacinacgéo contra o HPV e a interrupcao do tabagismo. A quimioprevencao
secundaria tem a tarefa de inibir o progresso de carcinogénese ja existente. A
quimioprevencao terciaria refere-se a prevencdo de segundos tumores primarios,
bem como a recidiva em pacientes que tiveram sucesso no tratamento de carcinoma
espinocelular previas (WATTENBERG, 1985).

A identificacdo de possiveis agentes quimiopreventivos para realizacdo de
pesquisas vem de diferentes fontes, mas principalmente: (a) observagfes de
populacées que apresentam algum habito alimentar especifico e que apresentam
uma menor incidéncia de algum céncer especifico; (b) estudos epidemioldgicos ou
testes clinicos de alguns medicamentos que mostrem um numero reduzido de
canceres em algumas populacdes de estudo como efeito secundario e (c) estudos
de laboratério, com células e/ou animais, quando 0s exames mostram que 0 uso de
algumas moléculas ndo apenas inibe a proliferacdo celular mas apresenta
resultados como a reversao da malignidade (PATTERSON; COLBERT MARESSO;
HAWK, 2013).
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Um exemplo de sucesso na quimioprevencdo do cancer é a utilizacdo de
Aspirina, uma droga anti-inflamatéria e antiagregante plaquetaria. Diversos estudos
vem sendo desenvolvidos para correlacionar seu uso com a diminui¢cdo dos indices
de surgimento e progresséo de diversos tipos de cancer (CHUBAK et al., 2016; LIN
et al.,, 2018, 2018; ROTHWELL et al.,, 2011; YE et al., 2013). Ensaios clinicos
randomizados vem sendo desenvolvidos comparando o uso ou ndo da aspirina, e
grandes amostras populacionais ja foram observadas, mostrando os beneficios da
ingestdo da aspirina para reducdo das taxas de desenvolvimento do cancer,
principalmente os de origem gastrointestinal (CAO et al.,, 2016; LIN et al., 2018;
ROTHWELL et al., 2011).

1.7 QUIMIOPREVENCAO DA CARCINOGENESE BUCAL

A gquimioprevencdao, usada de forma topica, é uma estratégia de baixo risco para
inibir o processo de carcinogénese ou impedir a recorréncia a malignidade. Como
parte das lesbes de cancer bucal progridem a partir de desordens potencialmente
malignas que s&o clinicamente detectaveis, elas sdo ideais para intervengdes
precoces nao invasivas. Assim, a tentativa de realizar a quimioprevencao
direcionadas as lesbes pode representar uma alternativa de gerenciamento para

pacientes com estas condi¢cdes (CHAU et al., 2017).

Os estudos sobre a quimioprevencdo na cavidade bucal ganharam forca no
inicio dos anos 80, com os ensaios clinicos randomizados utilizando os retindides,
como a isotretinoina e o beta-caroteno (ARMSTRONG et al., 2013; HONG et al.,
1986, 1990; LIPPMAN et al., 1993; PAPADIMITRAKOPOULOU et al., 2008;
WILLIAM et al., 2016).

Encontramos na literatura diversas substancias que vem sendo testadas em
ensaios clinicos randomizados com a funcdo de realizar a quimioprevencao das
lesbes bucais, alguns exemplos sdo a isotretinoina (acido 13-cis retindico)
(PAPADIMITRAKOPOULOU et al., 2009), o beta-caroteno (NAGAO et al., 2015), os
inibidores de ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (PAPADIMITRAKOPOULOU et al., 2008),
inibidores de bowman-brick (ARMSTRONG et al., 2013), erlotinibe (WILLIAM et al.,
2016), extrato de cha verde (TSAO et al., 2009), e as framboesas pretas liofilizada

(BRB) (MALLERY et al.,, 2014). Estes artigos foram incluidos em uma revisao
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sistematica com meta analise que ndo sugeriu diferencas estatisticamente
significativas na comparagcdo da eficacia de agentes quimiopreventivos atuais com
placebos (XIE; LIU, 2017).

Com o passar dos anos 0s ensaios clinicos randomizados vem se tornando mais
especificos e com isso, estamos entrando em uma era de estudos de
quimioprevencao, focando nos grupos de alto risco, nos quais o desfecho final pode
ser avaliado de forma clinicamente significativa, como o desenvolvimento ou ndo do
cancer bucal propriamente dita (MONTEIRO DE OLIVEIRA NOVAES; WILLIAM,
2016).

Outras substancias que ja possuem resultados positivos em outros tipo de
cancer, podem também ser testados no processo de carcinogénese bucal, um
exemplo é o &cido Docosahexaendico (DHA) (FABIAN et al., 2015; GUCALP et al.,
2018).

1.8 ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA)

O DHA, cadeia longa de Omega 3 (Figura 2), faz parte do grupo de acidos
graxos poliinsaturadas essenciais (PUFAs), que possuem papel importante na
estrutura da membrana celular, e sinalizagéo celular (CALDER, 2011). Se ingeridas
ou sintetizadas, PUFAs sdo oxidadas para geracdo de energia, estocadas como
triacilglicerol, ou convertida em membranas fosfolipidicas para eventuais usos como
substrato pelas enzimas COX e LOX (cicloxigenase, lipoxigenase), ou usadas como
ligantes de receptores G (CALDER, 2013a).

A designacdo 3 na estrutura (Omega-3) refere-se a dupla ligacdo ao terceiro
carbono no grupo metila (CALDER, 2011). Omega-3, principalmente DHA e Acido
Eicosapentaendico (EPA), sdo comumente atribuidos a acidos graxos de origem
marinha, e sdo mais facilmente obtidos através de peixes de agua fria, como salmao
(RUSSO, 2009), além de 6leo de peixe e algas (BOUGNOUX et al., 2009). Ao
menos que o DHA e EPA sejam ingeridos diretamente, eles sdo derivados do alfa-
acido Linoléico (ALA), o qual possui grande afinidade com desaturases e elongases,
enzimas que participam do processo de conversdo de ALA para EPA e em seguida
para DHA (RUSSO, 2009). Omega-3 e seus derivados sdo importantes para o
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desenvolvimento da retina e cérebro, funcdo cognitiva, e possuem papel anti-
inflamatério pela producdo de eicosanoides minimamente inflamatérios e
mediadores inibidores de inflamacdo como protectinas e resolvinas (ROSE;
CONNOLLY, 1999).

Figura 2 — PUFAs e seus compostos.
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Estudos apontaram que o DHA é um fator protetor para cancer de mama em
humanos (SHANNON et al., 2007) e em animais (SIGNORI et al., 2011). O consumo
de DHA e EPA foi associado com reducao de recidiva e mortalidade de cancer de
mama em mulheres (PATTERSON et al.,, 2011). Além disso, demonstrou efeito
protetor para desenvolvimento de cancer de célon (FASANO et al., 2012) e préstata
em modelos animais (ZHANG et al., 2016) e in vitro (LI et al., 2014).

Entre os mecanismos ja demonstrados que explicam a redugdo do risco de
cancer de mama pela suplementacédo alimentar com DHA e EPA podemos citar:
reducdo de fatores proé-inflamatérios eicosanoides e aumento das resolvinas e

protectinas; reducao da producéao de citocinas; reducéo da expressao de receptores
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tirosina-quinase como o EGFR (Receptor do fator de Crescimento Epidérmico)
(ROGERS et al., 2010; RAVACCI et al., 2013); reducao da atividade proliferativa
(MANNA et al., 2010); aumento da apoptose pela ativacdo do receptor GRP120
(CALDER, 2013b; FABIAN; KIMLER; HURSTING, 2015).

A atividade pro-apoptotica do &cido docosahexaendico n-3 PUFA (DHA) vem
sendo observada em cancer de prostata e em outras células cancerigenas. Os
mecanismos de acdo desta substancia incluem atividade de componentes da
superficie celular, como a membrana plasmética, envolvidas na proliferagéo celular e
nas vias de sobrevivéncia, isso porque conduz um elevado nivel de desordem
molecular nas membranas onde ele se integra, induzindo assim alteracbes
profundas nas suas propriedades fisico-quimicas e na atividade e expressdo de
proteinas que l4 se encontram (WASSALL; STILLWELL, 2008; FASANO et al.,
2012).

Além disso, foi observado que o efeito pro-apoptético do DHA pode estar
relacionado com a diminuicdo na producdo e alteracdo da localizacdo celular do
GRP78. Também na via da UPR foi visto que o DHA causa modificacbes na
fosforilacdo de ERK1/2, fosforilacdo de PERK, alteracdo expressdo de ERd|5 e
ativacdo da caspase-4 e caspase-7 na inducdo de apoptose (FASANO et al., 2012).
Ja héa relatos que o GRP78 pode proteger as células da apoptose induzida pelo
estresse do RE através da associacéao fisica e bloqueio da ativacdo da caspase-7,
uma relacdo da inibicdo de GRP78 induzida pelo DHA e a ativacdo da caspase-7
podem ser sugeridas (REDDY et al., 2003). JAKOBSEN et al., em 2008 mostraram
que o DHA ativa a UPR e aumenta os niveis de elF2a fosforilada para tentar manter

a homeostase, levando, assim, as células tumorais & apoptose.

O DHA pode afetar a progressao do ciclo celular e induzir a morte de células do
hepatocarcinoma humano. O atraso na duracdo da fase S através da supressao do
ciclo celular por meio de proteinas reguladoras de ciclina A, ciclina E e quinase Cdk2
pode explicar, em parte, a reducdo do crescimento das células tumorais. Além de

induzir a apoptose devido a inducdo de estresse no RE (LEE et al., 2010).

Outra funcdo que o DHA tem mostrado € o potencial de aumentar a eficacia de

agentes quimioterapicos, fazendo com que menores doses destas drogas sejam
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administradas (GRANCI et al., 2013; RANI; VAIPHEI; AGNIHOTRI, 2014). Estudos
em linhagens celulares de cancer e animais mostraram uma atividade coadjuvante
potente com a suplementacdo de DHA. GAO et al. em 2016, demonstraram que a
combinacdo de 5-FU com DHA em células de carcinoma de estdbmago atuaram
sinergicamente através da parada do ciclo celular na fase GO/G1, além de causarem

interferéncia no metabolismo energético das células.

Os efeitos do DHA na protecdo do desenvolvimento do cancer de cabeca e
pescoco ainda ndo foram avaliados. Além disso, a modulacdo da via UPR pelo DHA

deve ser mais bem investigada.
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2 JUSTIFICATIVA

O processo de carcinogénese bucal é complexo e 0s mecanismos que levam a

transformacéo cancerosa das células ndo sdo bem compreendidos.

A importancia da UPR, expressa por meio do GRP78, para a sobrevivéncia das
células tumorais ja esta bem estabelecida, no entanto seu papel durante a
carcinogénese deve ser estudado. Além disso, a inibicdo da via UPR durante esse
processo pode apresentar potencial terapéutico e quimiopreventivo. O uso de
substancias quimiopreventivas ja é amplamente utilizado em diversos tipos de
cancer, porém a quimioprevencao do cancer bucal ainda ndo € uma realidade. O
acido docosahexaendico pode uma substancia que traga a alternativa da
quimioprevengdo bucal realizando a modulacdo do processo de carcinogénese,

estacionando a progresséo das DPM.

Nesse estudo pretendemos esclarecer o papel da via UPR na carcinogénese,
verificando a expressdo do GRP78 apds o uso do DHA. Vemos na expressao desta
via um grande potencial terapéutico futuro, visto que a regulacdo das proteinas
envolvidas nos permite a manipulacdo da UPR, induzindo ou bloqueando sua

ativacao, utilizando substancias quimiopreventivas.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Monitorar a ativagdo de GRP78 ao longo da carcinogénese. Verificar o potencial
do &cido docosahexaendico na inibicdo da UPR durante a carcinogénese bucal.

3.2 ESPECIFICOS

e Monitorar in vivo a ativacdo de GRP78 e a proliferagéo celular ao longo da
carcinogénese.
e Avaliar in vivo os efeitos do acido docosahexaendico durante o processo de

Carcinogénese.
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RESUMO

O cancer bucal se caracteriza por um crescimento desordenado e descontrolado
de células, € multifatorial, sendo os principais fatores de risco o fumo e o consumo
de alcool. A super-expressao da proteina GRP78 (reguladora da ativacao da UPR)
ja foi detectada em varios tipos de cancer. O acido Docosahexaendico (DHA), surgiu
como opcédo de substancia quimiopreventiva, pela sua atividade pro-apoptética, em
parte por regular a expressdo de GRP78 durante a carcinogénese. O objetivo foi
avaliar o efeito do DHA na carcinogénese bucal em ratos Wistar, que foram divididos
em 3 grupos: Grupo 1(controle), Grupo 2(4NQO+EtOH), Grupo
3(4NQO+EtOH+DHA). Lesdes clinicamente visiveis foram detectadas a partir de 15
semanas. Em 24 semanas, 100% e 91,66% dos animais dos grupos 4NQO+EtOH e
ANQO+EtOH+DHA, respectivamente apresentavam displasia epitelial, sendo a
maioria de alto grau no grupo 4NQO+EtOH. A expressao de GRP78 aumentou ao
longo do processo de carcinogénese, enquanto no grupo controle os niveis
mantiveram-se estaveis. A atividade proliferativa, nos grupos 2 e 3, foi maior,
principalmente na camada basal. Assim, concluimos que durante a carcinogénese
bucal ocorre um aumento progressivo dos niveis de GRP78 e que a suplementagéo
com DHA diminui seus niveis por um periodo limitado do processo, o que pode
favorecer o desaceleramento da carcinogénese, mas ndo sua inibi¢ao.

Palavras-chave: Oral cancer, Oral carcinogenesis, Unfolded Protein Response,

GRP78, Docosahexaenoic acid, chemoprevention.
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INTRODUGCAO

O cancer de boca tem como principal caracteristica o crescimento desordenado
e descontrolado de células (1). Sua etiologia é multifatorial, mas os principais fatores
de risco séo habitos como consumo de fumo e alcool. A baixa taxa de sobrevida dos
pacientes, acontece principalmente pelo diagndstico tardio e as limitadas op¢des de
tratamento, precisamos melhorar o entendimento e conhecimento sobre o processo

de carcinogénese, buscando formas de prevencao (2—4).

O reconhecimento das desordens potencialmente malignas (DPM), que sé&o
alteracdes clinicas e histopatoldégicas que podem anteceder o cancer bucal, é
importante para o diagnoéstico e tratamento precoce dos pacientes. A leucoplasia
oral, a mais comum das DPM, é uma lesdo definida como “placa ou mancha
predominantemente branca, excluindo (outras) doencas ou disturbios conhecidos
gue ndo apresentam risco aumentado de cancer” (5,6). Microscopicamente, podem
apresentar diferentes disturbios de proliferacdo e diferenciacdo epiteliais. Displasia
epitelial € um termo usado para descrever distarbios na arquitetura epitelial,
acompanhados de atipia celular e perda de estratificacdo e maturacdo dos

queratinécitos. A deteccdo de displasia € um dos principais preditores de

transformacao maligna nos tecidos (7).

Encontrar formas de estacionar o processo que induz ao surgimento das DPM
€ um desafio, por isso diversas pesquisas buscam mecanismos que atuem desta
forma. A quimioprevencdo refere-se ao uso de agentes e/ou substancias para
prevenir, interromper ou reverter o processo de transformacao maligna das células
(8). O uso de substancias quimiopreventivas ja € amplamente utilizado em diversos
tipos de cancer, porém a quimioprevencdo do cancer bucal ainda ndo é uma
realidade (9). O acido docosahexaendico (DHA) pode uma alternativa para modular
o processo de carcinogénese bucal. Derivado do Omega 3, faz parte do grupo de
acidos graxos poli-insaturados essenciais (PUFAS), que possuem papel importante
na estrutura da membrana celular e sinalizagéo celular (10), e possuem papel anti-
inflamatorio pela producédo de mediadores inibidores de inflamag¢éo como protectinas
e resolvinas (11). De origem marinha, sdo obtidos em peixes de agua fria, como

salméo (12), além de 6leo de peixe e algas (13). Estudos apontaram que o DHA é
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um protetor para cancer de mama em humanos (14) e em animais (15). Seu
consumo foi associado com menores indices de recidiva e mortalidade de cancer de
mama em mulheres (16). Além disso, demonstrou efeito protetor para
desenvolvimento de cancer de colon (17) e préstata em modelos animais (18) e in
vitro (19).

O efeito protetor do DHA esta relacionado a sua capacidade de induzir a
apoptose e, esta resposta pode estar relacionada com a capacidade de ativar a
Unfolded Protein Response (UPR). A proteina GRP78 (proteina regulada por glicose
78), também chamada de BIP (proteina de ligacdo de imunoglobulinas), funciona
como um sinal de retencdo no RE. Quando proteinas mal enoveladas se acumulam
no interior do RE, as chaperonas se ligam a elas. Porém a funcdo da GRP78 nao é
realizar o enovelamento das proteinas, mas manté-las no RE num estado favoravel
ao enovelamento (20). Ja foi demonstrado que o DHA causa diminuicdo da
producdo da chaperona GRP78. Também na via da UPR foi visto que o DHA causa
ativacdo da caspase-4 e caspase-7 resultando na inducdo de apoptose (17).
Jakobsen, et al. (2008) (21) em estudo com linhagens tumorais mostraram que o
DHA aumenta os niveis de elF2a fosforilada para restabelecer a homeostase da
sintese proteica, mas que a longo prazo leva as células tumorais a apoptose. Frente
as evidéncias que mostram o papel do DHA como substancia quimiopreventiva no
processo de carcinogénese, verificamos seu efeito na carcinogénese bucal e a
ativacao da via UPR neste processo, analisando a expressdo do GRP78 apds o uso

do DHA em modelo animal.
MATERIAL E METODOS
Amostra

Os procedimentos realizados neste estudo estdo de acordo com as normas
propostas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (2017-0521).

Foi realizado um estudo randomizado prospectivo controlado em modelo

animal. Foram utilizados 88 ratos wistar machos com idade de aproximadamente 60
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dias, pesando aproximadamente 200g no inicio do estudo. Os animais foram
distribuidos em 3 grupos experimentais, avaliados em trés tempos diferentes,

randomizados considerando seus pesos iniciais.
Inducéo da carcinogénese

A inducao da carcinogénese foi realizada através da exposicéao ao alcool etilico
e 4NQO (Figura 1).

| Beginning of the Study | End of study

!
I;l | Week 8 | | Week 15 | | Week 24 |
| [N N ] |
1

Group 1 =28 rats
Control | Euthanasia | | Euthanasia | | Euthanasia |

o o, o o Group 2 = 30 rats
2% 6% Tlo/” 15% )| " EtoH 15% (ad libitum) L 4 S 2 . 2
EtOH ANQO (every 3 days) Group1=6 Group1=6 Group1=6
concentration Group 3 =30 ratf . Group 2 =11 Group 2 =12 Group 2 =12
EtOH 15% (ad libitum) Group3=11 Group 3 =12 Group 3 =12

4NQO (every 3 days)
DHA (every 3 days)

Figura 1. Linha do tempo representando tempos experimentais e a divisdo dos grupos

Alcool etilico (EtOH) — Ap6s a ambientacdo dos animais, a fase de adaptacdo

da ingestéo alcodlica foi iniciada, sendo administradas as concentracdes de 2%, 6%,
10%, e entdo 15% (diluido em agua), durante o periodo de um dia para cada
concentracao (22,23). Apos periodo de adaptacdo, a concentracao de 15% de EtOH
se manteve durante todos os tempos experimentais, sendo a Unica fonte liquida dos

animais dos grupos 2 e 3.

4ANQO — Para a aplicacdo do 4NQO (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, USA)
diluido a 0,5% em propilenoglicol, foi utilizado um microbrush individual e
descartavel, pincelado na lingua, trés vezes por semana durante o tempo
experimental nos grupos 2 e 3. Enquanto no grupo controle foi aplicado somente o

propilenoglicol nas mesmas condi¢des dos grupos teste.
Tratamento com DHA

Os animais do grupo 3, receberam 6leo de peixe enriquecido com DHA, na

dose de 240mg/Kg (24) da substéancia, via gavage, trés vezes por semana.
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Avaliacdo Clinica dos Animais

A avaliacéo bucal foi realizada nos animais semanalmente, a fim de verificar a
ocorréncia de lesdes. As lesdes encontradas foram classificadas em mancha, placa,
nodulo ou ulcera. O comprimento e largura das lesdes observadas clinicamente
foram mensurados e fotografadas com distancia padronizada. O tamanho das lesdes
foi expresso em mm?, sendo a frequéncia das lesdes registrada para cada grupo em
cada tempo experimental, e avaliadas por um observador cego e calibrado.

Eutandasia dos animais

Os animais foram eutanasiados no final dos tempos experimentais referentes a
cada grupo seguindo as diretrizes da pratica de eutandsia do CONCEA (2013),
através de sobre dose anestésica com isoflurano vaporizado em oxigénio 100%, em
fluxo de 0,5L/min por via inalatéria até 10 minutos apés a verificacdo de parada
cardiorrespiratoria. A coleta de sangue foi realizada via puncdo cardiaca
anteriormente a eutanasia mediante anestesia geral. No momento apds a eutanasia,
as linguas foram removidas cirurgicamente, fotografadas e avaliadas

macroscopicamente novamente.
Andlise histopatologica

ApOs a eutandsia dos animais e analise clinica, as linguas foram imersas em
solucdo de formalina neutra tamponada 10% para fixagdo e posterior
processamento. Foram realizados cortes histologicos de 3um para coloragao de
hematoxilina e eosina (HE). A partir da analise histopatologica, os espécimes foram
classificados em: sem alteragOes, hiperplasia epitelial, hiperceratose, displasia
epitelial e carcinoma espinocelular (6). Além disso, as displasias epiteliais foram
classificadas segundo o Sistema Binario (25). A frequéncia de cada tipo de lesao foi
registrada para cada grupo. No grupo controle, a mucosa do bordo da lingua foi
utilizada como referéncia para analise histopatologica. Para validar a analise da
classificagdo das laminas, as mesmas foram avaliadas em dois tempos diferentes

com intervalo de tempo de 5 dias pelo mesmo examinador.

Para a avaliacdo do infiltrado inflamatério presente nas laminas foram

avaliados 10 campos aleatorios de cada lamina a partir de captura de imagens. A



30

contagem das células ocorreu na regido subepitelial, diferenciando linfécitos,

plasmacitos e neutrofilos.
Imuno-histoquimica

Para analise imuno-histoquimica, foram utilizados o anticorpo primario Anti-
HSPA5 (GRP78) (concentracdo 1:400, HPA038846, clone 4E3, Sigma-Aldrich, San
Luis, Missouri, EUA) e o anticorpo anti-Ki-67 (concentracdo 1:200, clonel6667,
Abcam, Cambridge, MA, EUA). Como controle positivo foi utilizada uma amostra
humana de carcinoma espinocelular bucal previamente testada para estes
anticorpos. Para o controle negativo, os anticorpos primarios foram substituidos por
PBS.

Para avaliacdo do Ki-67, foram quantificadas as células positivas na camada
basal e parabasal, em um total de 1000 células em cada camada, calculando-se o
percentual de células positivas para cada camada. Ja para avaliar a marcacdo do
GRP78 foram consideradas a intensidade da marcacdo, sendo zero (sem
marcacgao), 1 (marcacao leve), 2 (marcacdo moderada) e 3 (marcagcao intensa), e
também o percentual de células marcadas, classificando 0 (até 5% de células
positivas), 1 (até 25% de células positivas), 2 (entre 26 e 50% de células positivas),
3 (entre 51 e 75% de células positivas) e 4 (entre 76 e 100% de celulas positivas).
Ao final os escores de intensidade e de percentual forma multiplicados para formar o
escore final de GRP78 (26).

Anélise de dados e Analise estatistica

Os dados do presente estudo foram computados no Programa de Computador
SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social Sciences) a fim de fazer a analise
estatistica. Foram testadas a normalidade da distribuicdo dos dados obtidos para
escolha do teste mais adequado. Quando normalidade da distribuicdo dos dados, os
grupos foram comparados por uma analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
Post Hoc de Tukey, e os dados apresentados na forma de média e desvio padrao.
Se nao constatada a normalidade da distribuicdo dos dados, os grupos foram
comparados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste Post Hoc
de Dunns, e os dados apresentados na forma de mediana e intervalos interquartis.

Foi considerado um nivel de significancia estatistica de 5% (p<0.05).
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RESULTADOS
Acompanhamento dos animais

Os animais foram pesados semanalmente. O peso inicial médio foi de 343g. Ao
longo de todo o periodo experimental ndo observamos diferencas estatisticas entre
os grupos (ANOVA de duas vias, p>0.05) (Figura s1 — suplementar). O consumo de
racao e de liquidos também foi monitorado semanalmente. Detectamos que 0 grupo
controle consumiu maior quantidade de racdo e de liquidos (Tabela sl -
Suplementar). Os niveis de colesterol e triglicerideos dos animais foram analisados,

sem diferencas estatisticamente significativas. (Figura s2 - Suplementar).
Avaliacgéo clinica das lesdes

No momento da eutanasia foram realizadas fotografias das linguas e a
presenca das lesdes foi avaliada (Figura 2). No tempo experimental de 8 semanas,
nenhuma lesdo foi detectada. Em 15 semanas, duas placas brancas foram
observadas, uma no grupo 4NQO+EtOH e outra no grupo 4NQO+EtOH+DHA, e
ambas em dorso posterior de lingua. Em 24 semanas, todos os animais dos grupos
ANQO+EtOH e 4NQO+EtOH+DHA apresentavam lesbes brancas ou
leucoeritroplasicas. As lesdes brancas eram localizadas em sua maioria no dorso da
lingua e as lesdes leucoeritroplasicas em borda de lingua (Tabela 1). Nenhum
animal do grupo controle apresentou lesdo em nenhum dos tempos experimentais

avaliados.
Avaliacao histopatoldgica

Na analise microscopica de 8 semanas, em torno de 45% e 63% dos animais
dos grupos 4NQO+EtOH e 4NQO+EtOH+DHA, respectivamente ja apresentam
alteracOes epiteliais, sendo essas em sua maioria de hiperceratose. Em 15
semanas, 81% e 91% dos animais dos grupos 4NQO+EtOH e 4NQO+EtOH+DHA,
respectivamente apresentam alteracdes epiteliais, na maioria hiperceratose isolada
ou associada a hiperplasia epitelial. Em 24 semanas, 100% e 91,66% dos animais
dos grupos 4NQO+EtOH e 4NQO+EtOH+DHA, respectivamente apresentavam
displasia epitelial (Tabela 1 — Figura 3).
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Na andlise de subclassificacdo das displasias epiteliais, no tempo de 15
semanas, a maioria das displasias foi classificada como de baixo grau. Em 24
semanas, observamos maior severidade das lesées no grupo 4NQO+EtOH, onde a

maioria das displasias foi classificada como de alto grau (Tabela 2).
Avaliacdo das células inflamatorias

No tempo de 24 semanas foi realizada a quantificacdo de células inflamatorias
na mucosa da lingua. Foram encontrados um namero pequeno de neutrofilos e
plasmaécitos em todos 0s grupos experimentais. Ja os linfécitos foram encontrados
em maior numero, sendo significativamente superior nos grupos 4NQO+EtOH e
ANQO+EtOH+DHA, mas sem diferenca entre eles (Figura 4A).

Avaliacdo da ativacdo de GRP78 e da proliferacdo celular ao longo da

carcinogénese.

Foi detectado que a expressao de GRP78 aumentou ao longo do processo de
carcinogénese, enquanto no grupo controle os niveis de GRP78 se mantiveram
estaveis (Figura 3). Apesar de nao ser significativo, nos tempos 8 e 15 semanas a
expressdo de GRP78 foi menor no grupo que recebeu DHA. No entanto, em 24

semanas 0s grupos testes apresentaram expressado semelhante (Figura 4B).

Quanto a atividade proliferativa, pela contagem das células positivas para o
marcador Ki67, nos grupos 4NQO+EtOH e 4NQO+EtOH+DHA onde a
carcinogénese foi induzida, encontramos uma maior atividade proliferativa,
principalmente na camada basal. Essa atividade foi maior no grupo 4NQO+EtOH,

visto o resultado estatisticamente superior ao controle (Figura 3 e 4C).
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Tabela 1. Numero e area média dos diferentes tipos de lesbes observadas de acordo com os grupos. p, Teste t. e Diagndstico histopatolégico das linguas

dos animais de acordo com o grupo e com o tempo experimental e Subclassificagdo das displasias epiteliais.

15 weeks 24 weeks
ANQO+EtOH ANQO+EtOH+DHA ANQO+EIOH ANQO+EtOH+DHA p(TESTY)
Area Area Area Area 24 weeks
= (mm?) : (mm?) N (mm?) : (mm?)
g g White Spot - 0 - 14 ( J_ro%g)w 15 ( 10%2)64 0,68
7} White plaque 0,13 1 033 11 ( io?l’g)ls 10 ( 10%81)33 0,15
Leukoerythroplasia - 0 - 11 (i0,25’3)89 11 (i0,24,i)91 0,64
% No alterations 2 (18,18%) 1 (9,09%) - -
§ 2 Hyperkeratosis (HC) 1 (9,09%) 5 (45,45%) - -
g é HP + HC 6 (54,54%) 1 (9,09%) - 1 (8,33%)
2 3 Epithelial Dysplasia 2 (18,18%) 4 (36,36%) 12 (100%) 11 (91,66%)
T Binary system Low 2 (18,18%) 3(27,27%) 2 (16,66%) 6 (50%)
High 0 (0%) 1 (9,09%) 10 (83,3%) 5 (41,66%)




34

Figura 2. Imagens representativas das linguas dos animais do tempo experimental de 24 semanas. A, grupo controle sem lesdo clinicamente visivel. B,

grupo 4NQO+EtOH com placa branca em dorso de lingua. C, grupo 4NQO+EtOH com leucoeritroplasia em borda lateral direita de lingua.
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Figura 3. Imagens microscopicas representativas das linguas dos animais nos trés grupos, no
controle (sem alteracbes), no 4NQO+EtOH (displasia de alto grau), e no grupo
ANQO+EtOH+DHA (displasia de baixo grau). Em HE no tempo de 24 semanas. A
imunomarcacao para Ki67 também no tempo de 24 semanas. E para o GRP78 durante os trés
tempos experimentais: 8, 15 e 24 semanas.
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DISCUSSAO

Ainda que os efeitos do consumo de 6mega 3 e seus derivados tenham sido
amplamente explorados na carcinogénese mamaéria (14), € a primeira vez que 0
efeito do DHA na carcinogénese bucal estd sendo estudado. Portanto, utilizamos
neste estudo um modelo animal de carcinogénese bucal para avaliar os efeitos da
suplementacdo com DHA (17). Ao final do tempo experimental, tanto o grupo
ANQO+EtOH quanto o0 4ANQO+EtOH+DHA apresentavam 100% e 91,66% de lesdes
displasicas na mucosa lingual exposta aos carcinégenos 4-NQO e a solucéo
alcoolica, respectivamente. Detectamos maior quantidade de lesGes de alto grau no
grupo 4NQO+EtOH, o que sugere que o DHA pode desacelerar o processo da
carcinogénese, mas ndo € capaz inibi-la. Quando observamos 0s niveis proteicos
de GRP78 no grupo que recebeu a suplementacdo com DHA, observamos que
estes sdo menores que o grupo controle e que o grupo 4NQO+EtOH, confirmando a
capacidade do DHA em diminuir a expressdo de GRP78. Porém em 24 semanas, 0s
niveis de GRP78 aumentam também no grupo 4NQO+EtOH+DHA de forma
semelhante ao grupo que ndo recebeu DHA, possivelmente porque com a
persisténcia do estimulo nocivo ocorre um acumulo progressivo de mutacées,
causando grande estresse no reticulo endoplasmético e assim, apenas a
suplementacdo com DHA ndo € suficiente para impedir a ativacdo da UPR. Ainda
nao esta demonstrado como e quais seriam 0s mecanismos moleculares envolvidos
na inibicio de GRP78 pelo DHA, dessa forma, ndo temos como afirmar como

ocorreu a modulacéo da ativacdo de GRP78 neste modelo.

A carcinogénese e 0s mecanismos que levam as células a transformacao
maligna sao complexos e ainda pouco compreendidos. A quimioprevencao usando
diversos tipos de substancias ja é utilizada em alguns tipos de cancer, porém a
quimioprevengdo do céncer bucal ainda ndo é uma realidade. Sabendo que a
expressdo da UPR por meio da ativacdo da chaperona GRP78, para a sobrevivéncia
das células tumorais ja esta bem estabelecida (27), mas o seu papel durante o
processo de transformac&o maligna ainda n&o, vimos a importancia de relacionar a
inibicdo dessa via com um possivel potencial terapéutico e quimiopreventivo (28).

Para realizar essa modulagéo, encontramos na literatura o uso do DHA, um inibidor
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natural do GRP78, que apresentou resultados positivos em outros tipos de cancer
(17,29), podendo ser uma alternativa para modular o processo da carcinogénese

bucal, estacionando a progresséo das DPM.

Com o0 uso do modelo animal com administracdo do 4NQO+EtOH
observamos que os niveis proteicos de GRP78 aumentaram durante o processo de
carcinogénese, de acordo com o resultado do grupo 4NQO+EtOH. O aumento da
chaperona GRP78 é um indicativo de ativacdo da via de sinalizacdo UPR durante
esse processo (30). Esse resultado era esperado, pois sabemos que ao longo da
carcinogénese ha o acumulo de mutacdes genéticas, que muitas vezes resultam em
proteinas que ndo podem ser dobradas corretamente. Além disso, 0 aumento da
atividade proliferativa resulta em um aumento significativo da sintese proteica celular
que pode ultrapassar a capacidade de processamento das proteinas nascentes no
[imen do reticulo endoplasmético rugoso, sitio celular responsavel pelo
processamento de proteinas que fazem parte das membranas celulares (31). A
ativacdo da UPR e aumento da expressao das moléculas que a compdem, em
especial da chaperona GRP78, ja foi observado em varios tipos de cancer: cabeca e
pescoco, célon, gastrico, prostata e mama, por exemplo (30,32-36). Altos niveis de
GRP78 foram associados a caracteristicas clinicas e patolégicas adversas, como
progressao e proliferacédo tumoral, pior estadiamento do tumor, metastase linfonodal,
recorréncia e menores taxas de sobrevida. No entanto, até o0 momento, ndo é claro o
papel dessa via e dessa chaperona no processo de surgimento e desenvolvimento

do cancer (37).

O aumento da expressao da chaperona GRP78 tem sido associada com maior
agressividade tumoral, possivelmente por ser uma molécula anti-apoptética devido a
sua capacidade de ligar-se a capazes e inibir sua ativagdo (38). Dessa forma, as
células tornam-se cada vez mais resistentes aos danos sofridos no DNA. Essa
capacidade de adaptacdo ao microambiente tumoral, ao estresse causado pela
hipoxia, com inducéo de autofagia celular e blogueio da apoptose podem tornam os
tumores ndo s6 mais agressivos, mas também mais resistentes aos tratamentos
antitumorais (39-41). A expressédo do GRP78 é considerada preditiva da resisténcia
ao tratamento e recidiva tumoral em muitos tipos de canceres como no cancer de
pancreas (42), cérebro (36), figado (34,43) e mama (32). O GRP78 é capaz de
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regular a quimiorresisténcia através de varios ramos da resposta a UPR, bem como
através da modulacdo da via PI3K/AKT (37). Assim, a avaliacdo da expressdo de
GRP78 nos tumores pode ser utilizada como um marcador progndéstico para a
agressao do tumor e potencialmente prever resisténcia a terapias padrdo (44).
Confirmando os dados acima, foi detectado que a combinagéo de inibidores da UPR,
com drogas anticancer convencionais, pode reduzir a resisténcia a terapia e

aumentar a sensibilidade ao tratamento (45).

O aumento de GRP78 especificamente na carcinogénese bucal ja foi
demonstrado em um estudo prévio onde foram investigados 204 pacientes com
cancer bucal e 86 com DPM. Foi visto que a hiper expressdo do GRP78 ocorreu
progressivamente com o aumento da severidade das lesGes orais, sugerindo que
esta molécula desempenha um papel crucial nas etapas iniciais da oncogénese oral
(26). A determinacdo dos niveis de expressdao de GRP78 nas DPM pode permitir
uma melhor estratificacdo de risco para pacientes com esta condicdo, sendo isto,
especialmente importante para individuos classificados com baixo risco de
transformacdo maligna nas lesbes existentes. Diante disso, podemos inferir que
GRP78 é um potencial alvo-terapéutico e que sua inibicdo durante a carcinogénese

pode ser um recurso quimiopreventivo.

Uma meta-analise recente concluiu que a reducédo do risco de cancer de mama
em humanos é dose-dependente ao consumo de EPA e DHA, sendo que o consumo
de 100 mg por dia reduz o risco em 5% e 300mg por dia reduz em até 14% o risco
(31). Assim, é sugerido que tanto o consumo aumentado de émega 3, quanto a sua
razdo em relacdo ao 6Gmega 6 é importante para resultar em uma reducao do risco
de cancer de mama. O émega 6 absorvido na dieta inibe o alongamento e
dessaturacdo do dmega 3 em EPA e DHA. Assim, uma reducdo adicional no
consumo de Omega 6 seria necessario para efetivamente reduzir os riscos de
desenvolver cancer (17,33). Infelizmente, no nosso estudo nédo foi possivel comparar

a razdo entre 6mega 3 e dBmega 6 nos diferentes grupos.

Alguns fatores de confusdo foram identificados entre os trabalhos, entre eles,
a origem do O6mega 3 avaliada, que poderia ter sido a partir de compostos

purificados, 6leo de peixe, 6leo de sardinha ou de figado de bacalhau, pois 0s niveis
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de acidos graxos variam entre as espécies (17). Outro fator importante € o momento
em que a suplementacdo € realizada, existe evidéncia a partir de estudos
epidemioldgicos em humanos que mudancas dietéticas precoces influenciam mais o
risco do ndo desenvolvimento do cancer de mama (34). No nosso estudo, a
suplementacdo com Oleo de peixe iniciou juntamente com a indugdo da
carcinogénese, sendo necessaria a realizacdo de mais estudos com outros

protocolos de administracao.

Sendo este o primeiro estudo dos efeitos do DHA na carcinogénese bucal,
nao podemos comparar nossos achados diretamente. Podemos sugerir que 0s
efeitos do consumo de 6leo de peixe rico em DHA na carcinogénese podem ser
especificos dependendo do tipo de tumor. Enquanto no céncer de boca, os
principais fatores de risco sdo o consumo de fumo e é&lcool, no cancer de mama,
além destes fatores, questdes endocrinas (niveis hormonais de estrégenos),
hereditarias, sobrepeso e obesidade possuem um papel principal (1). Assim, 0s
efeitos protetores do 6mega 3 e DHA podem depender, e provavelmente, estejam

relacionados com os fatores etiolégicos que induzem a carcinogénese.

Além da relacdo entre os mecanismos de inibicdo do GRP78, ha outros
mecanismos que explicam a protecao oferecida pelo uso do DHA ja demonstrados
na literatura. Na reducédo do risco de cancer de mama utilizando o tratamento com
DHA e EPA ja foi detectada a reducdo da producdo de citocinas; reducdo da
expressdo de receptores tirosina-quinase como o EGFR (Receptor do fator de
Crescimento Epidérmico) (46,47); reducdo da atividade proliferativa (48); aumento
da apoptose pela ativacéo do receptor GRP120 (49,50) e foi considerado que o DHA
e EPA possuem papel anti-inflamatorio pela producéo de eicosanoides minimamente
inflamatoérios e mediadores inibidores de inflamagédo como protectinas e resolvinas
(11). Sabendo do papel anti-inflamatorio do DHA e, que a inflamagédo pode
apresentar tanto fungdes pré quanto antitumorais, avaliamos a resposta inflamatoria
gue foi desencadeada na carcinogénese induzida. Observamos aumento de células
inflamatodrias no tempo 24 semanas nos grupos 4NQO+EtOH e 4NQO+EtOH+DHA,
porém sem diferenca entre 0os grupos. Portanto, o efeito protetor exercido pelo DHA
nao pode ser explicado pelo seu potencial anti-inflamatorio.
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A fim de testar substancias potenciais para modular os processos envolvidos
na carcinogénese utilizamos modelos animais com a exposi¢cdo a carcindégenos. O
4ANQO é um carcinégeno sintético que mimetiza o uso cronico do fumo. As
alteracOes causadas pela exposi¢ao desta substancia imitam as diferentes fases do
cancer bucal em humanos, desde alteracdes no padrdo histolégico, até lesdes
clinicamente visiveis. Microscopicamente, este modelo também simula a progressao
tumoral de lesdes displasicas, ao carcinoma in situ, até o carcinoma espinocelular
bem diferenciado no modelo animal (51), da mesma forma como encontramos no
nosso estudo. Les@es classificadas até como displasias severas foram encontradas,
passando por todas as alteracdes epiteliais prévias. Até o tempo de 24 semanas,
nao houve o desenvolvimento de carcinomas na nossa amostra, provavelmente pela
forma em que aplicamos o0 4NOQ, de forma tdpica, apenas 3 vezes por semana. A
inducéo tumoral é causada pela capacidade que o 4NQO possui de produzir dano
no DNA das células, devido ao estresse oxidativo intracelular (52). Para tornar esse
modelo mais fidedigno ao processo de carcinogénese bucal, € utilizado o etanol
concomitantemente. A funcao especifica do alcool neste processo ainda nao esta
totalmente esclarecido (53). Ele pode funcionar como um solvente, que aumenta a
permeabilidade dos tecidos e facilita a absor¢cdo de outros compostos cancerigenos,
especialmente aqueles encontrados no fumo (54,55). O acetaldeido é um
subproduto do etanol e é considerado um composto genotoxico, atuando como um
agente cancerigeno em humanos através da inducdo de mutacbes, além de
promover o intercAmbio de cromatides, interferindo na sintese e reparo do DNA (56).
Outras possiveis contribuicdes do etanol a carcinogénese incluem a producédo de
radicais livres, deficiéncias nutricionais e imunologicas (57), considerando a
diminuicdo no consumo de ragao nos grupos onde foi induzida a carcinogénese, a
deficiéncia nutricional pode ter sido coadjuvante na inducéo das les6es. NO nosso
estudo optamos por realizar a inducdo topica do 4NQO, como j& citado
anteriormente, para que pudéssemos associar a ingestdo do etanol na agua. Na
maioria dos estudos que utilizam essa metodologia, a ingestdo do 4NQO é realizada
na agua, onde o animal fica em contato direto com a substancia, porém a incluséo
do etanol fica comprometida. Com o0 nosso modelo, apesar de menor contato com o
4NQO, conseguimos reproduzir a associagdo tabaco mais etanol. No entanto, é

importante considerar que mesmo assim, 0 modelo animal nado reflete
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completamente a complexidade da carcinogénese no ser humano e esta é uma
limitacdo importante deste estudo. Além de mais estudos experimentais testando
novos protocolos de administracdo (dose/tempo) do DHA, sédo necessarios estudos
epidemioldgicos, com tamanhos amostrais grandes suficientes para identificar se
dietas ricas em DHA conferem protecéo contra o cancer de boca.

De acordo com os achados observados neste estudo podemos concluir que
durante a carcinogénese bucal ocorre um aumento progressivo dos niveis proteicos
da chaperona GRP78 e que a suplementacdo com DHA diminui os niveis de GRP78
por um periodo limitado do processo, o0 que pode favorecer o desaceleramento da

carcinogénese, mas nao a inibicao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Peso dos animais

Os animais foram pesados semanalmente até o fim dos seus respectivos tempos
experimentais. O peso inicial médio foi de 343g. A partir da segunda semana o0s
ratos do grupo controle tiveram uma média de peso maior que o grupo 2 e do grupo
3, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Essa diferenca se
estendeu até a 7° semana, quando 0s pesos se tornaram similares novamente
(Figura s1). Ao longo de todo o periodo experimental ndo observamos diferencas

estatisticas entre os grupos (ANOVA de duas vias, p>0.05).

600-
-e- CONTROL
— - EtOH+4NQO
7))
- EtOH+4NQO+DHA
% 500- Q
=2
5
2 4001
2
3OC T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
S R NI NI IR PR P
60/ I 1
¥
Week

Figura s1. Variacdo do peso dos animais (gramas) ao longo do estudo.

O consumo de racdo e de liquidos também foi monitorado semanalmente.
Detectamos que o0 grupo controle consumiu maior quantidade de racao e de liquidos
(Tabela s1).

Tabela s1. Média e Desvio-padrao do consumo semanal de racdo e liquidos por caixa de

animal de acordo com o grupo.

c‘g‘;i[‘anﬂeti‘gﬁik'gr Control 4NQO +EtOH  4NQO + EtOH+ DHA p
ng} P (group 1) (group 2) (group 3) (ANOVA)
Feed (grams) (13;272671) a 205.39 étBD.GG} 179.11 (£35.01) b p<0.001

Liquids (millliters) (+5?%0ég?a S0814 (£76.99) 28145 (x7081)b  p=0.0002
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Quantificacdo dos niveis de colesterol e triglicerideos dos animais

Previamente a eutanasia, por meio de punc¢éo cardiaca, foi coletado sangue total
dos animais. Observamos menor nivel de colesterol total no grupo 3 em relagéo ao 1
no tempo de 8 semanas, porém nos tempos experimentais posteriores ndo houve
diferenca entre os grupos (Figura s2A). Em relacdo ao colesterol HDL ndo houve
diferenca em nenhum tempo avaliado (Figura s2B). Observamos aumento dos niveis
de triglicerideos no tempo intermediario (15 semanas), mas que retornou a valores
semelhantes na ultima coleta (Figura s2C).

=
@
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0 o Control

W 4NQO+EtOH
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Total Cholesterol {mg/dL)
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Figura s2. Niveis de colesterol total (A), HDL (B) e triglicerideos (C) do sangue coletado nos
diferentes tempos experimentais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O processo da carcinogénese bucal € complexo e os mecanismos que levam a
transformacdo maligna das células ndo sdo bem compreendidos. A elucidacao das
lesbes clinicas e histopatoldégicas que ocorrem previamente ao carcinoma
espinocelular bucal e suas evolugcbes € crucial para o diagnostico e tratamento
precoce dos pacientes. Em funcdo da alta taxa de mortalidade devido a baixa
resposta aos tratamentos, sabemos que a prevencdo é a melhor opgédo para os
pacientes. Além da prevencdo primaria com abordagens para inibir a exposi¢cao aos
fatores de risco, fumo e do &lcool, medidas de prevencao secundaria também séo
importantes (ZHANG et al., 2012). Por isso 0 uso de substancias que tenham efeitos
protetores e preventivos que atuem nesse processo podem ajudar na abordagem de
individuos que apresentam desordens potencialmente malignas. O uso de
substancias quimiopreventivas ja € utilizado em diversos tipos de cancer, porém a
quimioprevencdo do cancer bucal ainda ndo € uma realidade. Um exemplo de
sucesso ha quimioprevencado é o uso de aspirina nas lesdes do trato gastrointestinal
(KRSTIC et al., 2019; PATTERSON; COLBERT MARESSO; HAWK, 2013), dessa
forma, a busca por substéncias que tenham efeito no processo da carcinogénese
bucal se faz cada vez mais necessaria. A identificacdo de substancias potenciais é
baseada nas alteracbes moleculares e de vias de sinalizacdo que sdo ativadas

durante a carcinogénese.

A UPR, expressa por meio do seu regulador principal GRP78, é fundamental
para a sobrevivéncia das células no estressante microambiente que surge durante o
desenvolvimento do cancer. A ativacdo da UPR permite que as células mantenham
a homeostase proteica mesmo com aumento significativo da proliferacéo celular e
na auséncia das condicoes ideais para sintese e processamento proteico. Assim a
inibicdo da via UPR durante esse processo pode apresentar potencial
guimiopreventivo, pois pode eliminar especificamente as células que estdo
estressadas enquanto as células normais ndo seriam afetadas. Frente ao exposto e
ao conhecimento prévio, vemos na expressdao do GRP78, um grande potencial
terapéutico futuro, visto que a regulagdo das proteinas envolvidas nos permite a

manipulagdo da UPR, induzindo ou bloqueando sua ativacdo. Para tanto, o &cido
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docosahexaendico foi estudado como uma alternativa para modular o processo de

carcinogénese bucal, estacionando a progresséo das DPM.

Neste estudo a inducdo da carcinogénese causou um aumento progressivo dos
niveis proteicos de GRP78 e a suplementacdo com DHA diminui esses niveis por um
periodo do processo, o que pode favorecer o desaceleramento da carcinogénese.
Portanto, mais estudos utilizando essa relacdo, com periodos diferentes de indugéo
e dose alternativas do DHA se fazem necessarios para confirmar seu potencial

quimiopreventivo no cancer de boca.
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