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O Que é, 0 Que é?

Composicdo: Gonzaguinha

Eu fico com a pureza da resposta das criangas
é a vida, ¢ bonita e é bonita

viver, e ndo ter a vergonha de ser feliz
cantar e cantar e cantar

a beleza de ser um eterno aprendiz

ah, meu Deus, eu sei, eu sei

que a vida devia ser bem melhor e serd

mas isso ndo impede que eu repita

€ bonita, € bonita e € bonita

e avida?

e a vida, o que é? diga 14 meu irmao

ela é a batida de um coragdo?

ela é uma doce ilusdo? & 6

mas, e a vida?

ela é maravilha ou é sofrimento?

ela € alegria ou lamento?

o que é, o que é, meu irmio?

ha quem fale que a vida da gente

€ um nada no mundo

€ uma gota no tempo

que ndo d4 um segundo

d quem fale que é um divino mistério profundo
€ o sopro do criador numa atitude repleta de amor
vocé diz que € luta e prazer

ele diz que a vida é viver

ela diz que o melhor € morrer

pois amada ndo €, e o verbo é sofrer

eu so sei que confio na moga

e na moga eu ponho a forca da fé

somos nos que fazemos a vida

como der, ou puder ou quiser

sempre desejada, por mais que esteja errada
ninguém quer a morte, so satide e sorte

e a pergunta roda, e a cabega agita

eu fico com a pureza da resposta das criangas...
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Introducdo




1. Introducao

Dados recentes indicam que as taxas de incidéncia e mortalidade por cancer
bucal variam ao redor do mundo, sendo as altas incidéncias registradas em alguns paises
em desenvolvimento, incluindo India, Paquistiao e Bangladesh (IARC, 1992). No Brasil,
os canceres da cavidade bucal ocupam a 11 posicdo entre os tumores malignos mais
comuns, sendo que aproximadamente 90% sdo carcinomas espinocelulares (Funk et al.,
2002). Projecdes para o ano de 2006 apontam este tumor como a 5* forma de neoplasia
mais freqiiente entre os homens e a 7* entre as mulheres (INCA, 2005). E importante
ressaltar que apesar dos esforcos dedicados a esta drea, as taxas de sobrevivéncia nao se
alteraram significativamente durante os tltimos 20 anos (Van der Tol I1G, 1999), sendo
que apenas 3% dos casos sdo diagnosticados precocemente (Reid et al., 2000). Entre
50% e 70% dos pacientes morrem dentro de cinco anos devido, principalmente, ao
comportamento agressivo do tumor representado pelas recidivas locais e metdstases a
distancia (Van der Tol IG, 1999). Diagnéstico tardio, auséncia de biomarcadores
apropriados para o diagndstico precoce e deficiéncia na resposta das neoplasias a
terapia, sdo os principais fatores implicados no progndstico sombrio (Forastiere, 2001).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que os fatores associados ao aumento do
risco para o desenvolvimento de cancer bucal estdo bem estabelecidos, destacando-se o
tabagismo e o etilismo (Maccann et al., 2000; Mashberg, 1993). O 4lcool e o tabaco
representam riscos diretamente proporcionais as quantidades ingeridas podendo,
isoladamente, aumentar o risco em duas a trés vezes. Quando o uso € combinado, o
risco pode aumentar em até 15 vezes (Rice e Spiro, 1989). Dietas pobres em frutas e

vegetais; agentes bioldgicos como o papiloma virus humano (HPV); irritacdo mecanica



cronica como acdo de bordas cortantes dos dentes sobre a mucosa bucal e o uso de
préteses mal adaptadas; radiagdes devido a luz solar no caso de cancer labial; exposicao
a agentes como, o asbesto e niquel, além da ma higiene bucal podem também, ocasionar
alteracdes epiteliais que tornam a mucosa bucal mais vulnerdvel a acdo de agentes

cancerigenos (Mclntyre et al., 1999).
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2. Revisao da Literatura

2.1 Carcinogénese Quimica

O reconhecimento de que a exposi¢do prolongada a certas substancias quimicas
pode atuar como fator etioldgico para o aumento do risco de cancer, teve inicio em
meados do século XVIII, com as observacdes de Sir Percival Pott, que relatou
incidéncia aumentada de cancer escrotal nos limpadores de chaminés em decorréncia da
exposicdo cronica a fuligem. Diante desta observacdo, muitos pesquisadores
desenvolveram testes experimentais de longa duracdo para avaliar o potencial
cancerigeno de substancias consideradas suspeitas (Ito et al., 1991; Chhabra et al., 1990;
Gart et al.,, 1986; Montesano et al., 1986). Esses ensaios proporcionaram boa
reprodutibilidade e confiabilidade, porém, requerem longo tempo de acompanhamento
dos animais para observacdo de neoplasias quimicamente induzidas, o que os torna
dispendiosos e de execucdo laboriosa.

Como alternativa, propds-se a utilizacdo dos modelos de carcinogénese
experimental com menor duragdo, consagrados como testes de carcinogénese de média
duracdo (Hagiwara et al., 1993). Atualmente, esse modelo tem como objetivos o melhor
entendimento das multiplas etapas envolvidas no desenvolvimento de tumores malignos
causados por agentes ambientais, a investigacdo de estratégias para detec¢do precoce,
interrupcdo do processo cancerigeno, bem como a otimizacdo do progndstico de
pacientes acometidos por esta malignidade (Mognetti, 2005; Ribeiro et al., 2005).

A carcinogénese quimica experimental caracteriza-se por um Pprocesso
multifatorial que envolve quatro etapas: iniciacdo, promocdo, progressio e

manifestacdo. A iniciacdo possui cardter irreversivel e se caracteriza por eventos



mutacionais induzidos por agentes quimicos, fisicos ou biolgicos; a promoc¢do é um
processo mais lento e reversivel, no qual estd associada a proliferacdo focal de células
iniciadas e a progressdo, caracteriza-se por aneuploidia e instabilidade gendmica.
Quando as alteracdes estruturais adquiridas pelas células se tornam diretamente
relacionadas com a capacidade de invadir e metastizar, estar-se-d diante da etapa de

manifestacao clinica do tumor (Pitot, 1989; Nowell, 1986).

2.2 Carcinogénese Bucal

A elaboracdo dos modelos de carcinogénese bucal induzida teve inicio com as
investigacdoes de Salley (1954), demonstrando que os carcinomas espinocelulares
podem ser produzidos na bolsa jugal de hamsters, por meio de multiplas aplicacdes
locais de agentes cancerigenos quimicos, baseado no sistema iniciagdo/promocao da
carcinogénese. Para avaliar a suscetibilidade do epitélio de hamsters a acdo de agentes
cancerigenos, o autor desenvolveu uma técnica a fim de produzir tumores epiteliais
malignos. Os tumores desenvolvidos variavam de papilomas a carcinomas
espinocelulares com metéstases para linfonodos. Posteriormente, Salley (1957) utilizou
a mesma metodologia para demonstrar a evolucdo da carcinogénese, constatando que ha
pelo menos quatro estdgios precedentes a neoplasia induzida: inflamagao, degeneragao,
regeneracdo e hiperplasia. Em 1961, com o objetivo de contribuir para a padronizagio
de métodos que avaliem a carcinogénese bucal, Morris observou que animais com 3, 6 e
9 meses de idade ndo apresentavam diferenca no periodo de laténcia para o
desenvolvimento de tumores.

Desde os trabalhos de Salley, vdrios pesquisadores tém trabalhado com a

finalidade de padronizar testes de média-duracdo para avaliar o potencial cancerigeno



(agentes que atuem como iniciadores e/ou promotores) de compostos quimicos, usando
como parametros lesdes no DNA (testes de mutagenicidade e genotoxicidade) e lesdes
pré-neoplasicas em diferentes 6rgaos alvos (Nauta, 1996; Lippman et al., 1990). Deste
modo, vdrias substancias estdo sendo utilizadas em modelos de carcinogénese bucal
quimicamente induzida, entre elas 0 DMBA (dimetilbenzantraceno), um hidrocarboneto
aromatico policiclico com potencial cancerigeno bem estabelecido (Chen et al., 2002;
Schwartz et al., 2000; Iida et al., 1999; Chen & Lin, 1996) e o benzopireno, um dos
componentes do cigarro (Schwartz et al., 2004).

Wallenius e Lekholm (1973) utilizaram a 4-Nitroquinolina 1-Oxido (4NQO),
como agente cancerigeno, de forma pioneira em modelos de carcinogénese bucal
murina, por meio de multiplas aplicagdes locais do agente quimico no palato de ratos,
induzindo displasia epitelial e carcinoma espinocelular. Subseqiiente a este primeiro
estudo, Ohne et al. (1983) fizeram uso de 0,001% da 4NQO em dgua de beber. Os
autores obtiveram 100% de incidéncia de carcinomas espinocelulares na mucosa bucal
murina. Assim, foi demonstrado que a 4NQO ¢ agente efetivo para o desenvolvimento
de tumores.

Com o objetivo de investigar a suscetibilidade de diferentes linhagens de ratos a
4ANQO, Kitano et al. (1992), observaram o desenvolvimento de carcinomas
espinocelulares em sete espécies, demonstrando que hd variagdo na suscetibilidade ao
desenvolvimento destes tumores.

A 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO) ¢é agente alquilante de uso sistémico
utilizado em modelos de carcinogénese experimental da mucosa bucal murina (Kaplan
et al.,, 2001; Tanaka et al., 1998; Nauta et al., 1996), capaz de produzir lesdes pré-

neopldsicas e malignas, semelhantes aquelas encontradas na cavidade bucal de seres



humanos (Nauta et al., 1996). Além disto, promove mutagenicidade em ratos (Patel et
al., 1995), xerostomia e desorganizacdo nuclear (Kaplan et al., 2001; Rich e Reade,
1996).

O modo de acdo pelo qual a 4NQO exerce sua atividade carcinogé€nica na
mucosa bucal tem sido investigado por vdrios pesquisadores (Benson, 1993). Booth
(1990) sugeriu que a acdo das nitroredutases na cavidade bucal de ratos € diretamente
proporcional a distribuicdo dos carcinomas espinocelulares induzidos pela 4NQO. Na
tentativa de esclarecer o papel das nitroredutases na cavidade bucal perante a atividade
carcinogénica da 4NQO, verificou-se que as mesmas (NADPH-quinona oxiretuase,
principalmente) convertem a 4NQO em 4-acetoaminoquinolina 1-6xido (4ANQO)
capaz de gerar adutos na N2-guanina, C8-citosina e N6-adenina (Bailleul et al., 1989).
Seril-tRNA sintetase, bem como radicais livres, podem também contribuir para a
ativacdo da 4ANQO em células eucaridticas (Tada, 1975). Dessa forma, a 4NQO ¢é
capaz de induzir um amplo espectro de lesdes genéticas, tais como quebras de fita
simples e duplas de DNA, além de sitios dlcali-labeis e sitios incompletos de reparo
(Vered et al., 2003; Okazaki et al., 2002). Acreditando que a 4NQO poderia
desempenhar papel relevante nas fases de progressdo e manifestacdo da carcinogénese,
por se tratar de um carcinégeno completo, ensaios experimentais in vivo foram
conduzidos a fim de verificar a eficdcia de tal composto na inducdo de lesdes
cancerizdveis e malignas no epitélio da mucosa bucal (Okazaki et al., 2002; Nishimura,
1999) (Figuras 1 e 2).

Alguns paises, como o Japao e os Estados Unidos da América, destacam-se na
utilizacao dos modelos de carcinogénese bucal quimicamente induzida pela 4NQO. No

Brasil esta drea do conhecimento € ainda incipiente.



Figura 1: Aspecto macroscopico da superficie dorsal da lingua durante o processo de carcinogénese. (A) Mucosa normal (B)
Aspecto irregular com alteracdes leves (C) Aspecto irregular com alteracdes moderadas, caracterizadas por placas brancas
(leucoplasias) (D) Aspecto irregular com alteracdes grosseiras e depressoes (E) Lesio exofitica (F) Placa branca
comprometendo toda a superficie posterior da lingua (G) Lesio exofitica ulcerada na borda lateral da lingua (H) Lesdo
ulcerada com mancha vermelha (eritroplasia) comprometendo a porcao posterior da lingua



Figura 2: Andlise histopatolégica durante a evolugdo da carcinogénese (A) Mucosa lingual do dorso da lingua normal (B)
Hiperplasia e hiperceratose sem displasia (C) Hiperplasia e hiperceratose com displasia leve (D) Hiperplasia e hiperceratose com
displasia moderada (E) Hiperplasia e hiperceratose com displasia grave (F) Carcinoma in situ (G) Carcinoma espinocelular
microinvasivo (H) Carcinoma espinocelular bem diferenciado invasivo. (H.E). (Aumento 100X).



2.3 Glutationa-S-Transferase

A busca por biomarcadores que auxiliem no diagndstico, progndstico e
tratamento das neoplasias malignas é cada vez mais intensa. E bem estabelecido que
diversos xenobidticos participam na etiopatogenia de certas doencas. A fim de
minimizar ou mesmo impedir seus efeitos, as células eucaridticas possuem sistemas de
metabolizacdo de xenobidticos, que sdo divididos em dois tipos principais: os de
metabolismo oxidativo ou de Fase I e as enzimas conjugadas ou de Fase II. Muitas
familias enzimaticas participam desse processo, incluindo os citocromos P450 (CYPs),
as glutationa-S-transferases (GSTs), as N-acetil-transferases (NATs), UDP-
glucuroniltransferases e sulfutransferases. De forma geral, esse maquindrio bioldgico é
responsdvel pela reducdo a metabdlitos inativos, que sdo prontamente eliminados do
organismo, ou se ligam as macromoléculas (DNA, RNA e proteinas). A ligacdo dos
metabdlicos reativos com o DNA, por exemplo, poderd provocar lesdes que, se nao
reparadas, serdo fixadas como mutagdes, levando a transformacgdes celulares e, por
conseguinte no desenvolvimento de doencgas degenerativas, tais como o cancer (Vogl et
al., 2004). Com este objetivo, diversos biomarcadores estdo sendo descritos para
detectar lesdes precoces em diferentes 6rgaos.

Glutationa-S-Transferases (GSTs) correspondem a familia de isoenzimas de
detoxificacdo de fase II, cuja principal funcdo € a conjugacdo de glutationas a sitio
eletrofilico de amplo espectro de compostos potencialmente téxicos e cancerigenos,
convertendo-os a espécies biocompativeis, favorecendo sua excrecdo (Hayes e Pulford,
1995). Cinco classes de GSTs (a, u, m, 6, &) foram identificadas em seres humanos,
sendo cada classe codificada por familias de genes ou por genes isolados (Vogl et al.,

2004).



Estudos demonstraram que a GST da familia de classe m funciona como
adequado biomarcador para a detec¢do de lesdes precoces e potencialmente malignas
em seres humanos, apresentando niveis elevados em lesdes pré-neopldsicas e
neopldsicas de estdmago, c6lon, bexiga e pulmao (Iida et al., 1999; Shimizu et al., 1995;
Mulder et al., 1995). A GST © humana € equivalente a GST forma placentdria (GST-P)
no que tange os padrdes imunoldgicos e enzimdticos (Chen & Lin, 1996). Deste modo,
focos GST-P+ em figado tém sido freqiientemente utilizados como biomarcador em
modelos de carcinogénese experimental. Tal expressao foi relatada em diversos estudos
(De Camargo et al., 1993; Lippman et al., 1990). Nas dltimas décadas, alguns autores
descreveram a imunoreatividade do GST-P na mucosa bucal, especialmente aquelas
localizadas na lingua, durante o processo de carcinogénese experimental (Chen & Lin,
1996; Zhang et al., 1992). Nesses estudos, utilizaram o DMBA como agente
cancerigeno para induzir tumores na bolsa jugal de hamsters, associados aos achados
imunoistoquimicos resultantes da expressio do GST-P. Os resultados obtidos
demonstraram aumento da imunoreatividade do GST-P durante o processo de
progressdo da carcinogénese bucal.

Li et al. (1999,1997), investigaram a expressdo de focos GST-P+ na lingua de
ratos induzida pela 4NQO, durante o desenvolvimento de carcinomas espinocelulares,
quantificando o nimero de focos GST-P+ de acordo com a progressao da carcinogénese
em duas espécies murinas. Os autores constataram diferencas significativas na
suscetibilidade das espécies em desenvolver carcinomas espinocelulares induzidos pela
4NQO. A imunoreatividade, também variou de acordo com a linhagem utilizada. Estas

diferencas na resposta ao GST-P+ a exposicdo da 4NQO podem ser determinadas



geneticamente, podendo contribuir para a diferenca na tumorigénese entre as diversas
linhagens de ratos (Li, 1999) (Figura 3).

Apesar dos resultados apresentados, novos estudos devem ser realizados para
patentear o papel do GST-P como biomarcador seguro na carcinogenese bucal,

especialmente utilizando a 4NQO como agente cancerigeno.

Figura 3: Imunoistoquimica para marcador GST-P
Foco GST-P+ instalado na mucosa histologicamente normal (Aumento 100X).



2.4 Antigeno Nuclear de Proliferaciao Celular

O indice de proliferacdo celular de lesdes potencialmente malignas representa
peca chave no processo cancerigeno (Van Diest et al., 1998). Diversas técnicas tém sido
propostas para quantificar a proliferacdo celular dessas lesdes em roedores e seres
humanos, incluindo técnicas de imunoistoquimica com anticorpos monoclonais,
amplamente utilizados (Eldrige e Goldsworthy, 1996; Thor e Edgerton, 1995). O
controle dos mecanismos envolvidos na proliferacdo celular ¢ um dos principios
fundamentais ao estado de equilibrio orgéanico. Alteracdes neste controle podem levar
ao surgimento de lesdes proliferativas (Huang et al.,1994).

O antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) é uma proteina auxiliar da
DNA polimerase delta, relacionada a sintese de DNA no ciclo celular. Duas populacdes
foram descritas; uma forma nucleoplasmatica, solivel em substincias detergentes,
presentes durante o ciclo celular em baixos indices e uma outra forma, em estado
insolivel associada a estrutura nuclear. Esta dltima expressdo € preservada em tecidos
fixados e mostra sintese significantemente aumentada durante a fase de proliferacdo
celular (Thor e Edgerton, 1995). A sintese desta proteina inicia no momento final da
fase G1 e alcanca pico mdximo durante a fase S do ciclo celular (Celis et al., 1987).
Portanto, o PCNA ¢ marcador enddgeno capaz de se expressar, distintamente, em todas
as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M) (Eldrige e Goldsworthy, 1996; Monticello et
al., 1995).

Tecidos que ndo proliferam ou que possuem baixo indice de proliferacdo celular,
exibem fraca imunoreatividade pela técnica anti-PCNA. Sendo assim, nenhuma
marcagdo € visivel, como por exemplo, no sistema nervoso (central ou periférico) de

animais adultos e na musculatura esquelética (lisa ou cardiaca). Ao contrdrio de outras



técnicas de estudo de proliferacio, como as de H’-timidina e BrdU, o PCNA ¢
favorecido pela simplicidade de execucdo e pela identificacdo de células em diferentes
fases do ciclo celular (indice de proliferacdo — IP), podendo revelar informacdes
potencialmente criticas sobre o efeito do agente quimico nas populagdes de células
proliferantes (Joley et al., 1991). Por essa razdo, o PCNA tem sido empregado em
estudos com o objetivo de investigar a atividade proliferativa em diferentes 6rgaos
como o pulmao, cérebro, prostata e mucosa bucal (Capello et al., 2003, Schwartz et al.,
2000) (Figura 4).

Nosso grupo de pesquisa recentemente investigou biomarcadores no modelo de
carcinogénese bucal quimicamente induzida pela 4NQO, tais como instabilidade
gendmica e apoptose (Ribeiro et al., 2005,2004). Todavia, muito ainda deve ser
realizado para que se possa compreender a etiopatogenia da carcinogénese bucal. Neste
sentido, o estudo da expressdo de focos GST-P+ e da proliferacao celular nesse modelo

certamente contribuird para melhor entendimento da patogénese do cancer bucal.



Figura 4: Imunoistoquimica para marcador PCNA
Epitélio normal com marcagéo de proliferagio celular (PCNA) (Aumento X25)



Objetivos




3. Objetivos
Com base nas consideragdes anteriores, o presente estudo propds avaliar a
expressividade de focos de GST-P+ (Glutationa-S-Transferase Placentdria) e PCNA
(Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular) na mucosa bucal murina. O modelo foi
padronizado em ratos Wistar utilizando a 4NQO (4-Nitroquinolina 1-Oxido) como
agente cancerigeno.
Foram  avaliados  parametros  macroscépicos,  histopatologicos e
imunoistoquimicos, conforme relacionados a seguir:
= Alteragdes macroscopicas na mucosa bucal;
= Alteragdes histopatoldgiocas na mucosa bucal, coradas com hematoxilina e
eosina;
= Expressdo de focos de GST-P+ na mucosa bucal;

= Expressiao de PCNA na mucosa bucal.
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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a expressdo de focos GST-P+ (Glutationa-
S-Transferase Placentdria) e PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular)
no modelo de carcinogénese bucal quimicamente induzida pela 4NQO (4-
Nitroquinolina 1-Oxido). Foram utilizados 90 ratos Wistar machos distribuidos
em 6 grupos tratados com 10 e 50ppm da 4NQO em dgua de beber, durante
quatro, 12 e 20 semanas e 30 animais como controle negativo. Apos quatro
semanas de tratamento, foram observadas alteragoes caracterizadas por
imunoexpressdo de células isoladas ou em grupo ao longo da camada basal do
epitélio, designadas como pré-focos, além de focos GST-P+ na mucosa bucal
histologicamente normal. Constatou-se, imunoreatividade do GST-P nas lesoes
displdsicas e nos carcinomas espinocelulares em 12 e 20 semanas de tratamento
respectivamente. Quanto ao PCNA, ndo foi observado aumento na expressdo da
mucosa bucal histologicamente normal, em quatro semanas pos-tratamento.
Apos 12 e 20 semanas de administracdo da 4NQO, foi evidenciado aumento na
expressdo do PCNA nas lesoes hiperpldsicas e displdsicas, em relacdo ao grupo
controle. Nos carcinomas espinocelulares, a grande maioria das células
tumorais mostrou-se positiva para o anticorpo utilizado. Em conclusdo, o GST-
P apresentou-se um biomarcardor adequado para avaliar a progressao do
cancer bucal e o PCNA poderd ser utilizado para quantificar a prolifera¢do
celular durante a carcinogénese bucal quimicamente induzida em modelos

experimentais.



Palavras-chaves: carcinogénese bucal, 4-Nitroquinolina 1-Oxido, GST-P+, PCNA,

ratos Wistar.

Abstract

The goal of this study was to evaluate the expressivity of GST-P+ foci (placental
glutathione S-transferase) and PCNA (cellular proliferation nuclear antigen) in the
medium-term oral carcinogenesis assay induced by 4NQO (4-nitroquinoline 1-oxide). A
total of 90 Wistar rats were distributed into six groups and treated with 4NQO at 10 and
50ppm dose in drinking water during four, 12 and 20 weeks. 30 animals were used as
negative control. Following four weeks-treatment, immunoreactivity of single cells or
grouped cells were evidenced throughout basal layer of epithelium depicted as pre-foci.
In this period, GST-P+ foci were observed in ‘normal’ oral mucosa as well. In
dysplastic lesions and squamous cell carcinomas after 12 and 20-weeks treatment
respectively, there was immunoreactivity for GST-P+. Regarding PCNA
immunomarker, no increase was observed in the ‘normal’ histologically mucosa for
both doses used. After 12 and 20-weeks of 4NQO administration, an increase of PCNA-
positive nuclei was detected in hyperplastic and dysplastic lesions, when compared to
negative control. In well-differentiated squamous cell carcinomas, the majority of
malignant cells dysplayed immnoreactivity for this antibody used. In summary, GST-P
is a suitable biomarker for evaluating the progression of oral cancer and PCNA may be

used to quantify the cell proliferation activity during rat tongue carcinogenesis.

Key words: carcinogenesis oral, 4-nitroquinoline 1-oxide, GST-P+, PCNA, Wistar rats



1. Introducao

No Brasil, os canceres da cavidade bucal ocupam a 11* posi¢ao entre os tumores
malignos mais comuns, sendo que aproximadamente 90% sdo carcinomas
espinocelulares (Funk et al., 2002). Entre os fatores etiolégicos associados destacam-se
o tabagismo e o etilismo (Maccann et al., 2000) ou o efeito sinérgico de ambos (Keller,
1967; Mashberg, 1993).

Os modelos de carcinogénese bucal constituem um importante instrumento para
avaliar o desenvolvimento de neoplasias malignas, causadas por agentes quimicos,
utilizando carcinégenos sintéticos que atuem como agentes iniciadores e/ou promotores
da carcinogénese. Atualmente diversos pesquisadores tém trabalhado com a finalidade
de padronizar testes de média-duracdo em modelos de carcinogénese bucal
quimicamente induzida. Deste modo, vérias substancias estdo sendo testadas, como € o
caso do DMBA (dimetilbenzantraceno), um hidrocarboneto aromético policiclico com
potencial cancerigeno bem estabelecido (Chen & Lin, 1996; Iida et al., 1999; Chen et
al., 2002) e o benzopireno, um dos componentes do cigarro (Schwartz et al., 2004).

A 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO) ¢é agente alquilante de uso sistémico
utilizado em modelos de carcinogénese experimental da mucosa bucal murina (Nauta et
al.,, 1996; Tanaka et al., 1998; Kaplan et al., 2001; Schwartz et al., 2004), capaz de
produzir lesdes pré-neopldsicas e malignas, que reproduzem aquelas encontradas na
cavidade bucal de seres humanos (Nauta et al., 1996).

E bem estabelecido que diversos xenobiéticos participam na etiopatogenia de
certas doencas. A fim de minimizar ou mesmo impedir seus efeitos, as células

eucaridticas possuem sistemas de metabolizacdo de xenobidticos, divididos em dois



tipos principais: os de metabolismo oxidativo ou de Fase I e as enzimas conjugadas ou
de Fase II. Glutationa-S-Transferases (GSTs) correspondem a familia de isoenzimas de
detoxificacdo de fase I, cuja principal fun¢do € a conjugacdo de glutationas a um sitio
eletrofilico de amplo espectro de compostos potencialmente téxicos e cancerigenos,
convertendo-os a espécies biocompativeis, favorecendo sua excre¢do (Hayes e Pulford,
1995). Diversos estudos relataram que focos GST-P+ em figado sdo freqiientemente
utilizados como biomarcador em modelos de carcinogénese experimental (Lippman et
al., 1990; De Camargo et al., 1993). Nas dltimas décadas, alguns autores descreveram a
imunoreatividade do GST-P na mucosa bucal, especialmente aquelas localizadas na
lingua, durante o processo de carcinogénese experimental (Zhang et al., 1992; Chen &
Lin, 1996; Li et al., 1997,1999).

Considerando a importancia da proliferacdo celular como mecanismo biolégico
da tumorigénese, indices elevados de proliferacao celular devem ser esperados em
vérios tipos de cancer (Tubiana et al., 1989; Van Diest PJ et al., 1998). O antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) é uma proteina auxiliar da DNA polimerase
delta, relacionada a sintese de DNA no ciclo celular. A sintese desta proteina inicia no
momento final da fase G1 e alcanca pico miaximo durante a fase S do ciclo celular
(Celis et al., 1987). Assim, o PCNA tem sido empregado em diferentes érgaos como o
pulmao, cérebro, prdstata e lesdes pré-neopldsicas da mucosa bucal (Schwartz et al.,
2000; Capello et al., 2003).

Com base nesta premissa, o presente estudo prop0Os avaliar a expressao de focos
GST-P+ e PCNA no modelo de carcinogénese bucal quimicamente induzida pela 4NQO

em ratos Wistar.



2. Materiais e métodos

2.1. Condicoes Experimentais

Foram utilizados 90 ratos Wistar machos, com & semanas de idade e
aproximadamente 200g. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno e
permaneceram sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade relativa
(55 £ 10%), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustdo. Receberam dgua e racio

ad libitum.

2.2. Delineamento experimental

Os animais distribuidos em 9 grupos de 10, foram sacrificados nos seguintes
momentos: quatro, 12 e 20 semanas, apds o inicio do experimento. Estes periodos foram
estabelecidos de acordo com a recomendacgdo da literatura, para lesdes pré-neopldsicas e
carcinomas espinocelulares, respectivamente (Nishimura, 1999). Para todos os animais
foi administrada a 4NQO em dgua de beber, uma vez que trés grupos receberam o
cancerigeno na concentragdo de 10ppm e outros trés grupos na concentragao de S0ppm.

Sendo que, 30 animais foram utilizados como controle negativo (Figura 1).

2.3. Analise Histopatolégica

A avaliacdo histopatolégica das lesdes na mucosa bucal foi realizada segundo
Kramer et al. (1978) com algumas adaptagdes: mucosa normal; hiperplasia e
hiperceratose sem displasia epitelial; hiperplasia e hiperceratose com displasia epitelial;
carcinoma microinvasivo (com rompimento do limite da membrana basal do epitélio,

porém limitada a ldmina prépria) e carcinoma invasivo.



2.4. Imunoistoquimica

Para determinar a expressdo dos focos GST-P+ e PCNA, foram utilizados
anticorpo policlonal anti-GST-P (Glutationa-S-Transferase Placentdria) e anticorpo
nonoclonal anti-PCNA (antigeno nuclear de proliferacdao celular), segundo indicacdes
de Chen & Lin (1996); Li et al. (1997) e Niwa et al. (2001). Deste modo, cortes de Spum
foram tratados com proteinase K por 30 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, a
peroxidase endégena foi bloqueada com peréxido de hidrogénio a 2% por 10 minutos e
lavados em PBS (Phosphate buffer solution). Apds este periodo, foram utilizados
anticorpos primdrios anti-GST-P (Dako, Lab.) e anti-PCNA (Dako, Corporation, clone
PC-10), em temperatura ambiente por 24 horas, e lavados com PBS por 30 minutos, por
trés vezes. Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo secundério por 30
minutos, corados com DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-corados com
Methyl green.

Os focos GST-P positivos foram contados em todos os campos examinados,
considerando-se como foco, marcagdes presentes em células de todas as camadas
epiteliais, conforme indica¢des de Chen & Lin (1996) e Li et al. (1997). O padriao de
positividade celular para PCNA foi aferido segundo os critérios de Schwartz et al.

(2000).

2.5. Analise Estatistica
A avaliagdo dos focos de GST-P+ e PCNA, foi realizada pela andlise de
variancia a um critério (ANOVA) e em todas as andlises foram adotados o valor de

p<0,05.



3. Resultados

3.1. Analise Macroscopica e Histopatolégica da lingua

Para os grupos expostos as concentracdes de 10ppm e SO0ppm da 4NQO,
alteracdes macroscopicas na superficie da lingua de alguns animais foram observadas a
partir de 12 semanas, caracterizadas por manchas brancas (leucoplasias) e lesdes
exofiticas. Em 20 semanas de tratamento, foram também constatadas, manchas
vermelhas (eritroplasias) e ulceracdes. Os resultados da andlise macroscOpica estdo
representados na Tabela 1.

Histologicamente, lesdes foram evidenciadas a partir de 12 semanas de
tratamento com a 4NQO na concentragdo de 10ppm, representadas por hiperplasia e
hiperceratose sem displasia, na maior parte dos animais. Alguns animais deste grupo
apresentaram diferentes graus de displasia e edema. Apds 20 semanas, os animais
apresentaram hiperplasia e hiperceratose com ou sem displasia. Um caso de carcinoma
microinvasivo € um caso de carcinoma in situ foram documentados. No grupo
correspondente a concentracdo de 50ppm, em quatro semanas, um animal apresentou
carcinoma escamoso microinvasivo € um animal apresentou carcinoma escamoso in
situ. Com 12 semanas, a maior parte dos animais apresentou hiperplasia e hiperceratose
com ou sem displasia. Um animal apresentou carcinoma in situ. No grupo de 20
semanas, a maior parte dos animais apresentaram carcinoma invasivo, trés animais
apresentaram carcinoma microinvasivo € apenas um animal apresentou carcinoma in

situ. Os resultados da andlise morfoldgica estdo sumarizados na Tabela 2 e Figura 2.



3.2. Analise Imunoistoquimica da lingua
3.2.1. GST-P

No grupo experimental tratado com a 4NQO na concentracio de 10ppm,
imunomarcacdo para GST-P foram evidenciados a partir de quatro semanas. As
alteracdoes foram caracterizadas pela marcacdo de células isoladas ou em grupos
distribuidos ao longo da camada basal do epitélio, considerados como pré-focos. Com
12 semanas, observou-se a presenca de pré-focos em todos os animais e 09 sinais
imunoistoquimicos para GST-P no epitélio histologicamente normal de 06 animais.
Com 20 semanas, foi observada imunoreatividade do GST-P em epitélio
histologicamente normal e/ou epitélio hiperpldsico com aumento no nimero de focos
por animal.

Quanto ao grupo correspondente a concentracdo de SOppm, focos GST-P
positivos pela imunoistoquimica foram observados a partir de quatro semanas. As
alteracdes iniciaram-se com a presenga de pré-focos, no entanto, observou-se focos de
GST-P+ na maioria dos animais. Com 12 semanas, todos os casos apresentaram pré-
focos ao longo do epitélio examinado. A maior parte dos animais apresentou sinal
imunoistoquimico positivo para GST-P, em epitélio histologicamente normal e/ou em
epitélio hiperpldsico. Com 20 semanas, todos o0s casos apresentaram-se com
imunoreatividade positiva para GST-P em epitélio hiperpldsico e/ou displdsico,
constando aumento do nimero de animais com focos (incidéncia) e do nimero de focos
por grupo (freqiiéncia) (Tabela 3 e Figura 3).

A andlise estatistica permite verificar que a diferenca do nimero de focos de
GST-P+ entre os grupos tratados foi estatisticamente maior quando comparado ao grupo

controle, exceto para o grupo de quatro semanas com administracio da 4NQO na



concentracdo de 10ppm. Nos grupos tratados com a concentragdo de 10ppm, verificou-
se diferenca significativa na média de focos dos grupos entre si. O nimero de focos
GST-P+ nos grupos tratados com 50ppm da 4NQO, nado apresentou diferenca estatistica
quando comparados entre si. Os resultados imunoistoquimicos para GST-P+ estao

apresentados na Figura 4.

3.2.2. PCNA

A expressdao imunoistoquimica deste marcador foi predominantemente nuclear.
No grupo controle, células PCNA-positivas foram observadas nas camadas basal e
supra basal do epitélio. Nos grupos experimentais de quatro semanas expostos a 4NQO
nas concentracdes de 10 e 50ppm, o mesmo padrido de imunoreatividade foi detectado.
Os grupos seguidos por 12 e 20 semanas de administracdo do agente cancerigeno na
concentragdo de 10ppm, apresentaram aumento na imunoreatividade de células
positivas para PCNA, quando comparados ao grupo controle. Nos periodos
correspondentes a 12 e 20 semanas na concentra¢do de S0ppm, as lesdes potencialmente
malignas e a maioria das células tumorais expressavam a proteina em questdao (Figura
5). Os resultados morfométricos demonstraram que durante quatro semanas de
tratamento em ambas concentragdes do cancerigeno, nenhuma diferenga significativa
(p>0,05) foi constatada, quando comparado ao grupo controle. Entretanto, no periodo de
12 e 20 semanas, constatou-se significancia em ambas concentragdes em relacdo ao

grupo controle (Figura 6).



4. Discussao

Os modelos de carcinogénese de média duracdo baseado no conceito de
multiplas etapas, tém sido freqiientemente utilizados para estudo do desenvolvimento de
tumores malignos causados agentes ambientais, a investigacdo de estratégias para
deteccao de lesdes precoces e para avaliacdo de fatores que influenciem no processo de
carcinogénese.

Diversos modelos de carcinogénese bucal de média duracdo foram propostos. O
mais comumente utilizado é a administragdio do DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno)
como agente cancerigeno, por meio de multiplas aplicagdes topicas na bolsa jugal de
hamsters (Chen & Lin, 1996; Iida et al., 1999; Schwartz et al., 2000; Chen et al., 2002).
Entretanto, alguns autores questionaram a suscetibilidade desses animais em
desenvolver carcinomas espinocelulares na mucosa bucal, devido a auséncia do sistema
linféide nesta regido. (Nauta et al., 1996). No presente estudo, ratos da linhagem Wistar
apresentaram boa resposta as concentragdes utilizadas, constituindo uma espécie
adequada para o estudo da carcinogénese bucal quimicamente induzida pela 4NQO.
Além de outras caracteristicas peculiares, como a facilidade de manuseio e disposi¢ao
de dados quanto a sua biologia.

Baseado no processo de miltiplas etapas da carcinogénese quimica caracterizada
por iniciagdo, promocdo e progressdao dos tumores, a administracdo crdnica da 4NQO
em dgua de beber induz o desenvolvimento de carcinomas espinocelulares na lingua de
ratos que apresentam caracteristicas histopatologicas similares as observadas no cancer
bucal de seres humanos (Nishimura, 1999; Niwa et al., 2001; Okazaki et al., 2002;

Vered et al., 2003). O resultado de acdo da 4NQO pode ser obtido em algumas regides



topogréficas da mucosa bucal, sendo uma das mais freqiientes o dorso da lingua
(Nishimura, 1999; Nauta et al., 1996). Os resultados andtomo-patolégicos deste trabalho
demonstraram que a administragdo cronica da 4NQO induziu lesdes brancas detectaveis
macroscopicamente na maior parte dos animais expostos. Tais achados corroboram com
aqueles descritos por Ohne et al. (1983) e Niwa et al. (2001), que também fizeram uso
deste modelo.

A anélise histopatologica das lesdes demonstrou que a 4NQO em dgua de beber
induziu alteracdes histopatoldgicas, caracterizadas por hiperplasia e hiperceratose,
displasia epitelial, carcinoma in situ e carcinoma invasivo (Kramer et al., 1978). Os
carcinomas apresentaram-se bem diferenciados com atipias celulares, pleomorfismo,
mitoses freqiientemente encontradas, disceratose de células isoladas e pérolas corneas.
Cabe inferir que as lesdes detectaveis do ponto de vista macroscépico foram correlatas
aos achados microscopicos.

O tempo de desenvolvimento dos tumores bucais em ratos varia entre o0S
protocolos utilizados. Neste estudo, optamos por utilizar o periodo de quatro, 12 e 20
semanas, seguindo as indicacdes de Kandakar et al. (1998), Prime et al. (1986) e
Okazaki et al. (2002), nas concentragdes de 10ppm (Vered et al, 2003) e 50ppm
(Okazaki et al, 2002) de administracdo do agente cancerigeno. Os resultados deste
trabalho indicam que a concentracdo de 50ppm mostrou-se efetiva para o estudo do
desenvolvimento de carcinomas espinocelulares, uma vez que todos 0s animais
apresentaram o end point previamente proposto no periodo de 20 semanas.

O estabelecimento definitivo sobre a patogenia do cancer bucal estd além dos
dados morfologicos quantitativos e qualitativos. Neste sentido, a busca por

biomarcadores que auxiliem no diagnostico, progndstico e tratamento das neoplasias



malignas é cada vez mais intensa. No presente trabalho foi avaliada a expressdo de
focos de GST-P+ e a proliferacdo celular por meio do PCNA, durante a administracdo
da 4NQO associado as fases da tumorigénese.

Os resultados obtidos revelaram imunoreatividade aumentada para o GST-P, de
acordo com a progressdo da carcinogénese bucal em ratos Wistar, em ambas
concentracgdes utilizadas, principalmente na de 10ppm, onde a incidéncia e a freqii€éncia
de focos GST-P+ aumentaram progressivamente. Desta forma, analisando o padrao dos
sinais imunoistoquimicos nos diferentes grupos, fica evidente o efeito dose-resposta.
Em todos os grupos foram observadas alteracdes caracterizadas por expressdo de GST-P
em células isoladas ou em grupo marcadas ao longo da camada basal do epitélio. Tais
alteracdes foram descritas por Chen & Lin (1996) e Li (1999) como sitios epiteliais
propensos a futuros focos, designados como pré-focos. Focos GST-P+ em epitélio
normal foram observados, caracterizando iniciacdo de células com auséncia de
alteracdes histopatologicas detectdveis pela coloracdo de hematoxilina e eosina (Li,
1999). Tais focos foram descritos como sitios epiteliais propensos para progressao de
carcinomas (Li, 1999).

As células epiteliais possuem um elevado potencial mitdtico e as agressdes
dirigidas contra esse tecido resultam em respostas de natureza proliferativa. Desta
forma, o aumento no indice de proliferacio celular pode ser um importante fator
progndstico dos tumores malignos (Pich et al., 2004). Segundo Coltera et al. (1992), em
virtude da camada basal, ser constituida por células com grande capacidade de
proliferacdo, a organizacdo arquitetural bem definida do epitélio pavimentoso da
mucosa bucal torna esse tecido ideal para a pesquisa dos sinais precoces de neoplasias,

por meio da utilizagdo de marcadores de proliferacdo, como por exemplo, o antigeno



nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Sua grande vantagem € a possibilidade da
utilizacdo em tecidos fixados por formalina e incluidos em parafina.

Os resultados morfométricos demonstraram que durante quatro semanas de
tratamento em ambas concentracdes do cancerigeno, ndao foram detectadas alteracdes
significativas. Constatando-se expressao de PCNA nas camadas basal e supra basal do
epitélio, de acordo com as observagdes de Niwa (2001). No periodo de 12 e 20 semanas
de tratamento com a 4NQO foi evidenciado significativo aumento no nimero de células
imunopositivas para PCNA, em lesdes hiperplésicas e displdsicas. A positividade de
marcagdo nos carcinomas espinocelulares também, foi signficativamente maior quando
comparado ao grupo controle. Neste momento, o PCNA mostrou-se expresso em células
de todas as camadas epiteliais. No entanto, ndao foram evidenciadas diferencas
significativas entre as lesdes potencialmente malignas e os carcinomas espinocelulares
instalados. Os resultados obtidos, corroboram com os resultados descritos por Tanaka
(2002) e Niwa (2001).

Em conclusdo, os resultados deste estudo demonstraram que focos GST-P+
podem ser considerados marcadores de lesdes precoces no processo de carcinogénese
quimicamente induzida pela 4NQO. Em contrapartida o PCNA pode ser utilizado para
quantificar o indice de proliferacdo celular durante o processo de carcinogénese bucal

murina.



5. Referéncias Bibliograficas

Capello F, Rappa F, David S, Anzalone R, Zummo G (2003). Immunohistochemical

evaluation of PCNA, p53, HSP60, HSP10 and MUC-2 presence and expression in
prostate carcinogenesis. Anticancer Res. 23: 1325-1331.

Celis JE, Madsen P, Celis A, Nielsen HV, Gesser B (1987). Ciclyn (PCNA, auxiliary

protein of DNA polymerase ) is a central component of the pathway (s) leading to
DNA replication and cell division. FEBS Lett. 220: 1-7.

Chen YK, Hsue SS, Lin LM (2002). Immunohistochemical demonstration of p73
protein in the early stages of DMBA-induced squamous-cell carcinogenesis in hamster
buccal pouch. Arch Oral Biol. 47: 695-699.

Chen YK, Lin LM (1996). Sequential expression of placental glutathione-S-transferase
(GST-P) during DMBA-induced hamster buccal pouch squamous cell carcinogenesis. J
Oral Pathol Med. 25: 388-394.

Coltrera MD, Zarbo RJ, Sakr WA, Gown AM (1992). Markers for dysplasia of the
upper aerodigestive tract. Suprabasal expression of PCNA, p53, and CK19 in alcohol-
fixed, embedded tissue.. Am J Pathol. 141: 817-825.

De Camargo JLV, Tsuda H, Asamoto M, Tagawa Y, Wada S, Nagase S, et al (1993).
Modifying effects of chemicals on the development of liver preneoplastic placental
glutathione S-transferase positive foci in Analbuminemic and Sprague-Dawley rats.
Toxicol Pathol. 2: 409-416.

Funk GF, Karnell LH, Robinson RA, Zhen WK, Trash DK, Hoffman HT (2002).
Presentation, treatment, and outcome of oral cavity cancer: A National Cancer Data

Base report. Head and Neck 24: 165-180.



Hayes JD, Pulford DJ (1995). The glutationa S-transferase supergene family: regulation
of GST and contribution of the isoenzymes to cancer chemoprevention and drug
resistance. Crit Rev Biochem Mol Biol. 30: 445-600.

lida K, Yamamoto M, Kato M, Yoshida K, Kurita K, Tatematsu M (1999). Strong
expresion of glutatione S-transferase placental form in early preneoplastic lesions and
decrease with progresion in hamster bucal pouch carcinogenesis. Cancer Lett 135: 129-
136.

Kandakar V, Sawant SS, Reade PC (1998). Ultrastructual changes to the palatal mucosa
of rats following the application of 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) and vitamin C.
Oral Oncol. 34: 247-252.

Kaplan I, Engelberg J, Dayan D (2001). The effect of desalivation on 4-nitroquinoline
1-oxide induced tongue carcinogenesis: a morphometric study of nucleolar organizer
regions. J Oral Patho Med. 30: 48-52.

Keller AZ (1967). Cirrhosis of the liver, alcoholism and heavy smoking associated with
cancer of the mouth and pharynx. Cancer 20: 1015-1022.

Kramer IR, Lucas RB, Pindborg JJ, Sobin LH (1978). Definition of leukoplakia and
related lesions: an aid to studies on oral precancer. Oral Surg Oral Med Oral Pathol.
46: 518-539.

Li TJ (1999). Altered placental glutathione S-transferase foci as a tumor marker during
rat lingual carcinogenises. Chin J Dent Res. 2: 49-53.

Li TJ, Hirayama Y, Kitano M (1997). Glutathione S-transferase m-class as a tumour
marker in lingual preneoplastic and neoplastic lesions of rats and humans. Virchows

Arch. 43: 431-447.



Lippman SM, Lee JS, Lotan R, Hittelman W, Wargovich MJ, Hong WK (1990).

Biomarkers as intermediate end points in chemoprevention trials. J Nat Cancer Inst. 82:
555-560.

Maccann MF, Macpherson LMD, Gibson J (2000). The role of the general dental
practitioner in detection and prevention of oral cancer: a review of literature. Dent.
Update 27: 404-408.

Mashberg A, Boffetta P, Winkelman R, Garfinkel L (1993). Tobacco smoking, alcohol
drinking and cancer of the oral cavity and oropharynx among U.S. veterans. Cancer 72:
1369-1375.

Nauta JM, Roodenburg JLN, Nikkels PGJ, Wities MJH, Vermey A (1996). Epithelial
dysplasia and squamous cell carcinoma of the Wistar rat palatal mucosa: 4NQO model.
Head Neck 18: 441-449.

Nishimura A (1999). Changes in Bcl-2 and Bax expression in rat tongue during 4-
nitroquinoline 1-oxide induced carcinogenesis. J Dent Res. 78: 1264-12609.

Niwa S, Ueno S, Shirasu R (2001). Alteration of pRB expression in the development of
rat tongue carcinoma induced by 4-nitroquinoline 1-oxide. Oral Oncol. 37: 579-585.
Ohne M, Omori K, Kobayashi A, Sakurada Y, Sekigawa D, Mochizuki A, et al. (1983).
Induction of squamous cell carcinoma in the oral cavity of rats by oral administrations
of 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) in the drinking water. Bull Tokyo Dent Coll. 22:
85-93.

Okazaki Y, Tanaka Y, Tonogi M, Yamane G (2002). Investigation of environmental
factores for diagnosing malignant potential in oral epithelial dysplasia. Oral Oncol. 38:

562-573.



Pich A, Chiusa L, Navone R (2004). Prognostic relevance of cell proliferation in head
and neck tumors. Annals of Oncol. 15: 1319-1329.

Prime SS, Melamos D, Rosser T, Scully C (1986). Oral epithelial atypia and
acantholytic dyskeratosis in rats painted with 4-nitroquinoline N-oxide. J Oral Pathol.
15: 280-283.

Schwartz J, Baker V, Larios E, Desai D, Amin S (2004). Inhibition of experimental
tobacco carcinogen induced head and neck carcinogenesis. Oral Oncol. 40: 611-623.
Schwartz JL, Gu X, Kittles RA, Baptiste A, Shklar G (2000). Experimental oral
carcinoma of the tongue and buccal mucosa: possible biologic markers linked to cancers
at two anatomic sites. Oral Oncol. 36: 225-235.

Tanaka T, Kawabata K, Kakumoto M, Matsunaga K, Mori H, Murakami A, et al

(1998). Chemoprevention of 4-nitroquinoline 1-oxide-induced oral carcinogenesis by
citrus auraptene in rats. Carcinogenesis 19: 425-431.

Tanaka T, Kohno H, Sakata K, Yamada Y, Hirose Y, Sugie S, Mori H (2002).
Modifying effects of dietary capsaicin and rotenone on 4-nitroquinoline 1-oxide-
induced rat tongue carcinogenesis. Carcinogenesis 23: 1361-1367.

Tubiana M, Courdi A (1989). Cell proliferation kinetics in human solid tumours:
relation to probability of metastatic dissemination and long term survival. Radiother
Oncol. 15: 1-18.

Van Diest PJ, Brugal G, Baak JPA (1998). Proliferation markers in tumours:
interpretation and clinical value. J Clin Pathol. 51: 716-724.

Vered M, Daniel N, Hirshberg A, Dayan D (2003). Histomorphologic and morphmetric
changes minor salivary glands of the tongue during 4-nitroquinoline 1-oxide-induced

carcinogenesis. Oral Oncol. 39: 491-496.



Zhang L, Moch D, Cameron R (1992). Development of glutathione S-transferase
placental form (GST-P) stained foci during hamster buccal pouch mucosa

carcinogenesis. Cancer Lett 64: 241-247.



Agradecimentos

Os autores agradecem a Paulo Roberto Cardoso e Mara Luiza Falaguera Ardanaz pela
assisténcia técnica. Este trabalho teve suporte financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), processo n° 03/10030-2 e 02/09454-0 e

Niicleo de Avaliacdo Toxicogenética e Cancerigena (TOXICAN). Este estudo é a

dissertacdo de mestrado de R.N.S.



Tabela 1. Analise macroscopica da superficie lingual dos ratos seguindo a administraciao da 4NQO.

'Valores sdo expressos por animal.

Normal Mancha Mancha Lesao Ulceracao
Total
Branca vernelha exofitica
Grupos
Controle 10 0 0 0 0 10
10 ppm
4 10 0 0 0 0 10
12 6 4 0 0 0 10
20 0 8 0 2 0 10
50 ppm
4 10 10
12 0 7 0 3 0 10
20 0 5 1 2 2 10

Tabela 2. Anélise histopatologica da superficie lingual dos ratos seguindo a administracao da
4NQO.

'Valores sdo expressos por animal.

Mucosa  Hiperplasiae  Hiperplasiae  Djsplasia ~ Carcinoma  Carcinoma Carcinoma Total

Normal hiperceratose  hiperceratose microinvasivo in situ invasivo
s/ displasia ¢/ displasia
Grupos
Controle 0 0 0 0 0 0 0 10
10ppm
4 9 1 0 0 0 0 0 10
12 5 3 0 2 0 0 0 10
20 5 2 1 0 1 1 0 10
50ppm
4 8 0 0 0 1 1 0 10
12 1 3 3 2 0 1 0 10

20 0 0 0 0 3 1 6 10




Tabela 3. Ntimero de animais com focos'

Niimero total de focos/grupo’

S| Freqiiéncia :
Incidéncia
Grup oS 4 12 20 4 12 20
Controle 0 0 0 0 0 0
(n=10)
10ppm 0 6 9 0 9 21
(n=10)
50ppm 8 7 10 30 25 38

(n=10)
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Legenda das Figuras

Figura 1: Delineamento Experimental

(>  Grupo I - controle

Grupo experimental II — 10ppm 4NQO em 4gua de beber

Grupo experimental III — 50ppm 4NQO em dgua de beber
8 sacrificio

Figura 2: Andlise Histopatologica da lingua

Fotomicrografias do epitélio da mucosa bucal murina durante o curso da
carcinogénese bucal induzida pela 4NQO (A) Grupo controle (B) Hiperplasia e
hiperceratose sem displasia. (C) Displasia (D) Carcinoma espinocelular bem

diferenciado (Aumento 100x).

Figura 3. Imunoistoguimica para marcador &S T-P

(A) Grupo controle (B) Pré-foco GST-P+ em células da camada basal e supra basal do
epitélio (C) Foco GST-P+ instalado na mucosa histologicamente normal, apos quatro
semanas consecutivas de tratamento (D) Lesdo hiperplasica com hiperceratose sem
displasia (E) Lesdo hiperplasica com hiperceratose com displasia (F)
Imunorreatividade positiva para carcinoma espinoceluar bem diferenciado (Aumento

100x).

Figura 4: Focos GST-P+/grupo

(*P<0,05 quando comparado ao grupo controle)



Os valores estdo representados Média+D.P.

Figura S: Imunoistoquimica para marcador PCNA
(A) Grupo controle (B) Hiperplasia e hiperceratose sem displasia (C) Hiperplasia e
hiperceratose com displasia (D) Carcinoma espinocelular bem diferenciado (Aumento

100x).

Figura 6: Expressao de PCNA (%)
(*P<0,05 quando comparado ao grupo controle)

Os valores estdo representados Média+D.P.
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