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RESUMO 

 

O teste de carcinogênese experimental em língua de rato Wistar que utiliza a 4-

nitroquinoline 1-oxide (4NQO) como agente cancerígeno, é um excelente modelo para se 

estudar o carcinoma espinocelular em todas as suas fases, além das lesões pré-neoplásicas e 

neoplásicas induzidas serem semelhantes àquelas da cavidade bucal de seres humanos. O 

objetivo do presente estudo foi investigar o papel da proteína p53 e de mutações no gene 

supressor tumoral TP53 exons 5 a 8 durante a carcinogênese induzida pela 4NQO em língua 

de rato Wistar. Para isso, 30 animais foram tratados com o cancerígeno na concentração de 50 

ppm, por via oral  (água de beber), e sacrificados 4, 12 ou 20 semanas após o tratamento.  Dez 

animais foram utilizados como controle negativo. Os resultados mostraram diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) com a aumento na expressão da proteína p53 nos 

grupos de animais sacrificados 12 e 20 semanas após a exposição ao cancerígeno, que 

também apresentaram lesões pré-neoplásicas e carcinomas espinocelulares, respectivamente. 

Fraca expressão da proteína p53 foi encontrada nos grupos controle e de 4 semanas de 

exposição ao carcinógeno. O sequenciamento genético dos exons 5 a 8 do gene TP53 não 

indicou a presença de mutações. Concluindo, a expressão anômala da proteína p53 nas fases 

intermediária e final da carcinogênese bucal não pode ser relacionada à presença de mutações 

nos exons 5 a 8 do respectivo gene. 
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ABSTRACT 
 

 

The medium-term tongue carcinogenesis assay is a useful model for studying oral 

squamous cell carcinomas phase by phase. The aim of the present study was to investigate the 

expressivity of p53, as well as mutations in exons 5-8 of TP53 gene during rat tongue 

carcinogenesis induced by 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) using  immunohistochemistry 

and DNA sequencing, respectively. A total of 30 male Wistar rats were treated with 4-

nitroquinoline 1-oxide in drinking water for 4, 12, and 20 weeks.Ten animals were used as 

negative control. Statistically differences (p<0.05) were found in p53 expression 12 and 20 

weeks after treatment,i.e., pre-neoplastic lesions and squamous cell carcinomas, respectively. 

A weak immunoexpression was observed in the negative control and in ‘normal’ oral mucosa 

following 4 weeks after exposure to 4NQO. Regarding DNA sequencing, no mutation was 

found in all of the exons evaluated at all experimental periods. Taken together, our results 

suggest that abnormal p53 expression was present in pre-neoplastic lesions and squamous cell 

carcinomas of the oral cavity. However, no mutations were detected during oral cancer 

progression. 
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 3 
1. INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações gerais 

O câncer de cabeça e pescoço representa 10% dos casos diagnosticados de neoplasia 

maligna, sendo 40% na cavidade oral (Jacobs et al., 1987). O câncer de boca inclui os cânceres 

de lábio e cavidade oral (mucosa bucal, gengivas, palato duro, língua oral e assoalho bucal), 

sendo o oitavo mais comum de acordo com a Organização Mundial de Saúde. Para 2008, no 

Brasil, a estimativa de tumores de cavidade oral é de 10.380 casos entre homens e 3780 entre 

mulheres, sendo São Paulo o Estado foi apresenta maior estimativa, com 4510 novos casos, 

seguido pelo Rio de Janeiro com 2030 e Paraná com 1020 (INCA, 2007).   

Mundialmente, mais de 300.000 novos casos de carcinoma espinocelular (CEC) são 

diagnosticados anualmente (Vokes et al., 1993; Mork, 1998; Greenlee et al., 2000), o que 

representa aproximadamente 90% das neoplasias diagnosticadas de boca (Shah et al., 2003). 

Os CEC apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade, com prognóstico que não se 

modificou nas ultimas quatro décadas (Mork, 1998; Greenlee et al., 2000), devido, entre 

outros fatores, ao estádio clínico avançado no momento do diagnóstico (Vokes et al., 1993) e, 

consequentemente, tratamentos cada vez mais agressivos. 

Os principais fatores associados ao risco para o desenvolvimento do câncer de boca são 

o tabagismo e o consumo de bebidas alcoólicas, principalmente aquelas de alto teor (McIntyre 

& Oliver, 1999; Ogden & Macluskey, 2000; Melrose, 2001; Puerto et al., 2000; Hahn et al., 

2002; Maserejian et al., 2006; INCA 2007). O tabaco e o álcool têm riscos independentes, mas 

diretamente proporcionais às quantidades ingeridas; quando do sinergismo, o risco aumenta 

em até 15 vezes (Keller, 1967; Mashberg et al., 1993; Shiu&Chen, 2004; Tsantoulis et al., 

2007). Além do cigarro e do álcool, dietas pobres em frutas e vegetais, agentes biológicos 

como o papiloma vírus humano (HPV), herpes simples, irritação mecânica crônica (ação de 

bordas cortantes dos dentes sobre a mucosa bucal e o uso de próteses mal-adaptadas), 

radiações (luz solar no caso de câncer labial), componente familiar (Goldstein et al., 1994;  

Copper et al., 1995; Foulkes et al., 1996; Brown et al., 2001), fatores ocupacionais (asbesto e 

níquel) e má higiene bucal podem, também, ocasionar alterações epiteliais que tornam a 

mucosa bucal mais vulnerável a agentes cancerígenos (McIntyre & Oliver, 1999; Thuler & 

Rebelo, 1999; Lissowska et al., 2003; Rosenquist et al., 2005; Kozamara et al., 2005; 

Taghavi&Yazdi, 2007; Tsantoulis et al., 2007; INCA 2007,). Levando-se em consideração a 

grande quantidade de indivíduos etilistas e/ou tabagistas, é importante mencionar que apenas 

pequena porcentagem desenvolve o câncer oral. Por outro lado, nem todos os portadores de 

câncer oral fazem uso do álcool e ou cigarro. 
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 4 
1.2 Carcinogênese 

A partir de ensaios com animais de laboratório e utilizando agentes químicos, foi 

postulado que a carcinogênese é um processo de múltiplas etapas que são denominadas de 

iniciação, promoção, progressão e manifestação.  A etapa de iniciação é caracterizada por 

lesão irreversível no DNA (mutação), induzida pela exposição a agentes genotóxicos 

químicos, físicos ou biológicos; a promoção é um processo mais lento, reversível e que está 

associada à proliferação focal de células iniciadas. Os agentes promotores, em geral., não são 

genotóxicos e atuam por mecanismos epigenéticos, principalmente alterando os sinais 

moleculares envolvidos no controle da proliferação celular (Pitot, 1991; 1993). No entanto, 

agentes genotóxicos podem, também, agir como promotores modificando quantitativamente o 

processo carcinogênico iniciado por outros agentes (De Camargo et al., 1994). A etapa da 

progressão é caracterizada, morfologicamente, por anaplasia e, biologicamente, por 

crescimento autônomo. Quando as células adquirem capacidade para invadir e metastizar, 

podendo as alterações serem evidenciadas clinicamente, estar-se-á diante da última etapa, a 

manifestação (Pitot, 1989; Nowell, 1994). Assim, todos os fatores que atuem em uma ou mais 

etapas do desenvolvimento neoplásico devem ser considerados para a estimativa de risco para 

carcinogênese (Barret, 1993; Perera & Bofeta, 1998). 

Desde o século XVIII os agentes químicos são reconhecidos como fatores etiológicos do 

câncer no homem. Frente a isto, para um melhor entendimento da dinâmica da carcinogênese 

química, foram desenvolvidos testes de carcinogênese de longa duração (Gart et al., 1986; 

Montesano et al., 1986; Chhabra et al., 1990; Ito et al., 1991) que, apesar de boa 

reprodutibilidade e confiabilidade, apresentam como desvantagem o alto custo, já que 

necessitam da manutenção de grande número de animais em biotério por longo período 

(aproximadamente dois anos). Assim, os mecanismos da carcinogênese quimicamente 

induzida têm sido estudados por meio de modelos de média-duração, usando como parâmetros 

lesões no DNA (testes de mutagenicidade e genotoxicidade) e lesões pré-neoplásicas em 

diferentes órgãos-alvo. As alterações no DNA são denominadas biomarcadores genéticos e, 

geralmente, estão presentes durante os estágios iniciais da carcinogênese (Keller, 1967; 

Lippman et al., 1990; Nauta et al., 1996; Ribeiro et al., 2007) e são importantes não somente 

para a identificação precoce de processos neoplásicos, mas, também, para o entendimento do 

processo cancerígeno e prognóstico (Bird, 1987)  
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1.2.1 Carcinogênese bucal  

A elaboração de modelos de carcinogênese bucal teve início com as investigações de 

Salley (1954) que demonstraram que os carcinomas espinocelulares poderiam ser induzidos na 

mucosa bucal de hamsters. Posteriormente, em 1957, utilizando a mesma metodologia para 

estudar a evolução da carcinogênese, foi constatada existência de pelo menos quatro estágios 

precedentes à neoplasia induzida: inflamação, degeneração, regeneração e hiperplasia (Salley,  

1957).  

Atualmente, várias substâncias vêm sendo utilizadas em modelos de carcinogênese 

bucal quimicamente induzida, como é o caso do DMBA (dimetilbenzantraceno), um 

hidrocarboneto aromático policíclico com potencial carcinogênico bem estabelecido (Fassoni 

et al., 1993; Li et al., 1999; Chen et al., 2003), e o benzo[a]pireno, que é um dos componentes 

do cigarro (Schwartz et al., 2004).  

O agente alquilante 4-nitroquinolina 1-óxido (4NQO), é o agente químico adotado pela 

maioria dos pesquisadores em modelos de carcinogênese experimental na mucosa bucal de 

ratos, uma vez que induz lesões pré-neoplásicas e neoplásicas semelhantes àquelas da 

cavidade bucal de seres humanos (Nauta et al., 1996; Dayan et al., 1997; Nishimura, 1999; 

Okazaki et al., 2002; Vered et al., 2003; Ribeiro et al., 2004 a, b; Ribeiro et al., 2007). A 

4NQO, de acordo com seu mecanismo de ação, é capaz de induzir amplo espectro de lesões 

genéticas, tais como quebras de fita simples e duplas do DNA e sítios álcali-lábeis (Fronza et 

al., 1992; Okazaki et al., 2002; Vered et al., 2003). Por essas ações, a 4NQO é considerada um 

cancerígeno completo, ou seja, com potencial para interferir em todas as fases da 

carcinogênese (Okazaki et al., 2002). As alterações histopatológicas por produzidas por esta 

substância são progressivas e determinadas pelo tempo de exposição, e ainda caracterizadas 

histologicamente como hiperplasia e hiperqueratose sem displasia, hiperplasia e 

hiperqueratose com displasia, displasias leve, moderada e severa, carcinoma in situ e 

carcinoma invasivo (Nishimura, 1999). 

Ribeiro, em 2005, induziu carcinogênse em língua de rato Wistar com a administração 

do 4NQO e observou que as lesões detectáveis do ponto de vista macroscópico ou clínico 

foram correlatas aos achados microscópicos. Macroscopicamente, a mucosa lingual dos 

animais do grupo controle apresentava-se com características de normalidade, com coloração 

rosa pálida. Já no grupo experimental., as alterações observadas em alguns animais surgiram 

somente a partir da 12a semana após a exposição a 4NQO, e eram caracterizadas por alterações 

leves, ou seja, lesões iniciais de aspecto irregular, evoluindo para alterações moderadas com 

placa branca e superfície papilomatosa. Após 20 semanas, alguns animais apresentaram 

mancha branca e exofítica com superfície irregular papilomatosa ou erosiva, caracterizando 
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alterações graves (Figura 1). Histologicamente, a mucosa lingual dos animais do grupo 

controle apresentava-se com características de normalidade, com um epitélio pavimentoso 

estratificado ortoqueratinizado (mucosa bucal do tipo especializada) em contato com a lâmina 

própria formada por tecido conjuntivo frouxo pouco celular. No grupo experimental., contudo, 

alterações histológicas foram evidenciadas a partir da 12a semana, sendo as lesões iniciais 

descritas como hiperplasia e hiperqueratose sem displasia, caracterizada por um afinamento 

gradual das células da camada espinhosa. Nessa fase foi encontrada, também, displasia 

epitelial leve e moderada. Após 20 semanas da exposição a 4NQO, o grau de severidade 

aumentou, sendo que na maioria dos casos foram observadas displasia severa e carcinoma in 

situ. Carcinomas microinvasivo e invasivo foram também observados nessa fase (Figura 2).  

As lesões brancas induzidas pela 4NQO detectáveis macroscopicamente, assemelham-se 

a leucoplasia em seres humanos, que são as principais lesões pré-neoplásicas na mucosa bucal 

clinicamente detectáveis na prática odontológica (Neville et al., 1995; Reibel, 2003; Brenan et 

al., 2007, Ribeiro et al., 2007). 

 

1.3 Lesões pré neoplásicas em mucosa oral 

Lesões pré-neoplásicas são definidas como tecido morfologicamente alterado no qual o 

câncer poderá ocorrer mais facilmente (Shepman & van der Waal., 1995). Eritroplasia e 

leucoplasia são as lesões pré-neoplásicas mais comuns que precedem o carcinoma 

espinocelular na mucosa oral (Waldron & Shafer, 1975; Shafer & Waldron, 1975; Bouquot, 

1994; Speight et al., 1996; Mashberg, 2000; Brenan et al., 2007). Entretanto, há divergência na 

literatura em relação à incidência das leucoplasias que se convertem em carcinoma 

espinocelular, ficando o índice em torno de 1,4% a 36%, em um período de 1 a 30 anos 

(Silverman et al., 1984; Burkhardt 1985; Hogewind et al., 1989; Lind, 1987; Lee et al., 2000; 

Warnakulasuriya, 2000; Saito et al., 2001, Kurokawa et al., 2002, Carinci et al., 2005). Tal 

diferença seja devida, talvez, à falta de padronização dos estudos (Gonzalez-Moles et al., 

2000; Oliver et al., 2001; Shiu & Chen, 2003). 

A leucoplasia, de acordo com Organização Mundial de Saúde (OMS), consiste em uma 

placa queratótica branca não raspável, que não pode ser caracterizada clinica e 

histologicamente como nenhuma outra lesão (WHO, 1987). Sua etiologia é desconhecida, mas 

está relacionada principalmente com o tabaco e o álcool (Dietrich et al., 2004; Maserejian et 

al., 2006). A leucoplasia oral faz parte de um grupo de lesões heterogêneas, que 

histologicamente pode se apresentar como uma hiperqueratose, paraqueratose, ou acantose, 

uma vez que 5% a 15% delas são classificadas como displasias (Suarez et al., 1998; Pindborg 

et al., 1997; Subdo & Reith, 2005). Em 2003, a OMS classificou a displasia epitelial oral 
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como leve, moderada, severa e carcinoma in situ, de acordo com a presença e severidade da 

atipia celular e alterações baseadas na espessura da camada displásica quando comparada à 

espessura total do epitélio normal (Barnes et al., 2005)  

O acúmulo de evidências tem demonstrado que a displasia epitelial é um provável 

marcador biológico de malignidade, uma vez que o risco de displasias moderadas ou severas é 

significativamente maior quando comparado à displasia leve ou hiperplasia (Sudbo et al., 

2001; Subdo & Reith; 2005; Carici et al., 2005). O marcador tradicional de prognóstico da 

displasia epitelial é o tipo e o grau  histológico (Warnakulasuriya, 2000, 2001). A presença de 

displasia epitelial observada na microscopia óptica é um dos vários indicadores de 

prognósticos de transformação de lesões pré-malignas, pré-cancerosas ou potencialmente 

malignas. Entretanto, é sabido que lesões não displásicas podem transformar-se em câncer, 

assim como nem toda displasia torna-se maligna, pois regressão espontânea tem sido 

relacionada a mudanças de hábitos (tabaco) e estilo de vida (dieta) (Sankaranarayanan, 1997; 

Reibel, 2003). Evidências de atipias morfológicas como o aumento da razão 

núcleo/citoplasma, pleomorfismo e hipercromatismo nuclear, aumento do número de mitoses 

bem como figuras de mitoses atípicas e distúrbios da arquitetura epitelial devem ser 

consideradas no processo de transformação maligna (Pindborg et al., 1997). Contudo, a análise 

morfológica é subjetiva e, portanto, pode haver discordância em relação ao grau de displasia 

epitelial oral. Isto ocorre devido não somente às variações neste tipo de lesões como, também, 

pela falta de objetividade e estabelecimento de critérios de avaliação, divisão arbitrária e falta 

de conhecimento e calibração dos critérios de gradação histológica que são importantes para a 

detecção do potencial maligno (Pindborg et al., 1985; Karabulut et al. 1995; Subdo et al., 

2001; Warnakulasuriya, 2001; Okazaki et al., 2002; Fisher at al., 2004; Kujan et al., 2006).   

Nesse sentido, a importância dos marcadores moleculares no prognóstico das lesões 

epiteliais potencialmente malignas, principalmente as leucoplasias, tem sido evidenciada nos 

últimos anos (Scully&Burkhart, 1993; Lippman&Hong, 2001; Sidransky, 2002), pois a 

progressão maligna ocorre por meio dos graus crescentes da displasia, resultado do acúmulo 

de diversas alterações genéticas e moleculares (Vogelstein & Kinzler, 1993; Scully et al., 2000 

a,b). 

Alterações genéticas como aneuploidia, perda de heterozigose, desrregulação de 

apoptose, expressão gênica aberrante têm sido associadas com a progressão da displasia 

epitelial para o carcinoma espino celular (Zang&Rosin, 2001; Subdo et al., 2001 a,b; Kovesi 

& Szende, 2002; Subdo et al., 2004; Van Houten et al., 2004;  Brennan et al., 2007; Tsantoulis 

et al., 2007). Desta forma, a identificação de marcadores de progressão das displasias orais é 

alvo importante e necessário para se definir diagnóstico, tratamento e prognóstico da doença. 
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Contudo, não há um único marcador universalmente aceito, e sim um painel com número 

limitado de genes e proteínas que podem ter papel relevante na progressão dessas lesões 

(Scully & Burkhardt, 1993; Warnakulasuriya, 2000; Oliver et al., 2000; Sidransky, 2002, 

Carinci et al 2005).  

 

1.4 Gene Supressor Tumoral TP53   

No processo de carcinogênese encontram-se envolvidos muitos genes, dentre os quais os 

responsáveis pela regulação da estabilidade e reparo do DNA e crescimento celular, que são 

denominados de genes supressores tumorais. Fazendo parte deste grupo, destaca-se o gene 

TP53, cuja mutação ou inativação esta relacionada com o aparecimento do câncer, pois pode 

levar ao aumento de uma população células geneticamente alteradas (Harris & Hollstein, 

1993; Yonish-Rouach, 1997). Estudos mostram que mutações no gene estão presentes em 

aproximadamente 60% das neoplasias humanas (Cavalcante, 2002) e de 50% a 60% nos 

tumores malignos de cabeça e pescoço (Hollstein et al., 1991).   

O gene TP53 (tumor protein 53) foi descrito pela primeira vez em 1979, e foi 

inicialmente erroneamente classificado como oncogene devido sua habilidade para a 

transformação celular ((Yonish-Rouach, 1997; Mowat, 1998). Este gene é constituído por 20 

kilobases e encontra-se localizado no braço curto do cromossomo 17 (17p13.1) em seres 

humanos e no cromossomo 10 em murinos (Linzer & Levine, 1979; Canzian et al., 1996); 

possui 4 domínios funcionais que estão envolvidos na regulação da transcrição, união com 

DNA, oligominização e auto inibição (Nylander et al 2000). Em seres humanos e em 

camundongos, o TP53 possui 11 exons intercalados por 10 introns (Isobe et al 1986), e em 

ratos 10 exons (Figura 3).  Há dados que mostram que 80% a 90% dos casos de câncer 

humano são devidos a inativação do gene TP53 causada por mutações nos exons 5 a 8 

(Hollstein et al., 1991; May & May, 1999); o exon 4, por exemplo, está envolvido na indução 

de apoptose (Zhu et al., 1998). 

A primeira mutação no gene TP53 em um indivíduo com câncer foi relatada em 1989 

(Nigro et al 1989). Estudos têm mostrado que em mais da metade de todos os tumores 

malignos em seres humanos há perda de função deste gene (Volgelstein, 1990; Levine et al., 

1991), sendo que, os tumores que apresentam TP53 mutado são mais agressivos e 

frequentemente resistentes a radioterapia e a quimioterapia. As mutações que geram 

modificações na região de domínios de interação do TP53 com o DNA, ou que alteram a 

estabilidade da proteína promovem prejuízo da atividade do gene e podem contribuir para o 

desenvolvimento de câncer (Baker et al., 1989; Bullock&Fresht, 2001).  
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 Pesquisas têm demonstrado expressões aberrantes do gene TP53 em 28% das 

hiperplasias epiteliais benignas, 57% nas displasias médias, 55% nas moderadas, 71% severas 

(Ichikawa et al., 1997) de 15 a 76% nos carcinomas orais (Ichikawa et al., 1997; Chomchai, 

1999; Xie et al., 1999;  Kudo 2000; Ostwald 2000;  Braakhuis et al., 2002; Whyte et al., 2002; 

Kozamara et al., 2005). Mais de 50% dos carcinomas espinocelulares oral são positivos para 

proteína p53, e mutações do TP53 (Nylander et al., 2000), e também, há superexpressão da 

proteína e mitógeno em áreas de displasia severa adjacente ao carcinoma (Carince et al., 

2005). De acordo com o grau histológico do tumor, a mutação do TP53 foi detectada em 56% 

dos tumores grau I, sendo significativamente maior que graus II e III. Tumores com aumento 

do grau nuclear (NG3) também apresentaram aumento maior na incidência de mutação TP53 

do que tumores com NGI e NGII (Kozamara et al., 2005).  

Atualmente, há três vias geneticamente distintas para a ativação do gene TP53. 

Primeiro, o estímulo oncogênico por meio da proteina supresssora de tumor p14ARF , a qual se 

une à proteína MDM2 e forma um complexo com MDM2/p53 causando a liberação da p53 no 

núcleo impedindo sua degradação no citoplasma (Lowe&Rulley, 1993-1007); segundo, 

mecanismo através das radiações ionizante, e o terceiro através da hipoxia (Graeber et al., 

1996-1007), citocinas e fator de crescimento ( Canman et al., 1995; Vogelstein et al., 2000).  

 

Figura 3: estrutura do gene TP53,  modificado de Prokocimer&Rotter, 1994  
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1.5 Proteina p53   

A proteína p53, codificada pelo gene TP53, consiste de uma fosfoproteina nuclear de 

peso molecular equivalente a 53KDa, que contém uma seqüência de 393 aminoácidos (May & 

May, 1999). A forma funcionalmente ativa, denominada de selvagem, apresenta estrutura 

molecular tetramérica, ou seja, com quatro subunidades básicas idênticas que se unem 

constituindo a forma ativa da molécula (Wolkowicz & Ruttoter, 1997; Yonish-Rouach, 1997; 

Mowat, 1998). Cada subunidade é constituída por quatro regiões (domínios) que representam 

unidades funcionais distintas e com funções diferentes. O primeiro segmento, região amino-

terminal (N-terminal), é composto por 80 aminoácidos e está relacionado com a ativação de 

genes específicos; o segundo domínio, situado entre os aminoácidos 100 e 300, corresponde à 

parte central da proteína que se liga a sítios específicos da molécula de DNA; a região carboxi-

terminal (C-terminal), que possui dois domínios, o da tetramerização, responsável pela 

formação dos tetrâmeros compreendido entre os aminoácidos 319 a 360, e o regulatório, 

compreendido entre os aminoácidos 364 a 393, que pode regular negativamente a parte central 

da molécula que se une ao DNA, e, com isso, inibir a união da proteína p53 a diferentes 

promotores (Prokocimer & Rotter, 1994; Nylander et al., 2000; Bullock & Fersht, 2001) 

(Figura 4). 

 

 
Figura 4: estrutura da proteína p53, modificado de Prokocimer&Rotter, 1994 

 

A proteína p53 é considerada um fator de transcrição e é expressa quando ocorre 

agressão ao genoma. Os genes regulados pela p53 são os envolvidos na parada do ciclo 

celular, apoptose e angiogênese (Levine, 1997;  Vogelstein B et al, 2000). Em condições de 

estresse, particularmente por indução de dano no DNA, a proteína p53 selvagem promove a 

parada do ciclo celular na fase G1, permitindo, desta forma, o reparo do DNA danificado pelo 

agente mutagênico. Se, por algum motivo, este mecanismo falhar, a p53 sinalizará para célula 

entrar em apoptose, impedindo, assim, que células mutadas se dividam (Cox & Walker, 1996). 

As funções da proteína p53 são exercidas por sua capacidade transcricional que ativa uma 

série de genes envolvidos na regulação do ciclo celular. A forma mutada é incapaz de 

controlar a proliferação celular, resultando em reparo ineficiente do DNA e permitindo que 

Central 

1 80 100 300 360 393 
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muitas células expostas a agentes mutagênicos repliquem o DNA danificado, deixando, assim, 

as mutações incorporadas ao genoma (Rotter & Prokocimer, 1991; Cotran et al., 1994); 

Almong&Rotter, 1998). Embora uma única mutação não seja suficiente para transformar uma 

célula, a perda de função da p53 predispõe as células a mutações adicionais e a transformação 

maligna (Lavieille et al., 1998). 

Algumas formas mutantes do gene TP53 não apenas perdem sua função normal, mas, 

também, ganham a habilidade de inativar a proteina p53 selvagem. Quando uma célula se 

apresenta com um alelo do gene TP53 selvagem e outro mutante, a função da proteína fica 

comprometida, uma vez que a maioria dos tetrâmeros da molécula apresentará pelo menos 

uma das subunidades alterada (Harris & Hollstein, 1993), e, com isso, a célula funciona como 

se não tivesse qualquer função supressora. Mutações deste tipo são denominadas dominantes 

(Cotran et al., 1994). 

Quando a célula é exposta à agressão genotóxica por agentes químicos ou radiação UV, 

o gene TP53 ativa transcricionalmente o gene TP21, induzindo a síntese da proteína com o 

mesmo nome, cuja função é inibir a ação das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), 

fazendo com que as células parem na fase G1 do ciclo celular até que o DNA seja reparado. A 

seguir, a proteína p53 ativa o gene GADD-45 que atua corrigindo a lesão do DNA. Assim que 

o DNA for reparado, a proteína p53 é degrada pela ação da proteína MDM-2 (Morgan & 

Ksatan, 1997; Prive, 1998).   

Mutações no gene TP53 levam à produção de proteína alterada, com meia vida longa, 

sem capacidade de se combinar com o DNA e que se acumula no núcleo celular, sendo 

facilmente visualizada por métodos imunoistoquímicos. Em contra partida, a p53 selvagem 

tem meia vida curta (6-20min),  não se acumula em células normais e tem mostrado induzir 

apoptose e inibição de crescimento, dependendo das circunstâncias fisiológicas (Okazaki et 

al., 2000; Kurokawa et al., 2003; Kozamara et al., 2005), gerando níveis de proteínas abaixo 

do limiar de detecção pela imunoistoquímica (Nakopoulou et al., 1998). Além disso, a 

inativação do gene TP53 favorece o acúmulo de mutações e instabilidade genômica. A maioria 

das mutações do gene TP53 é do tipo missense e prolongam significativamente a meia vida da 

proteína (Oren, 1992), permitindo a sua detecção. Este tipo de mutação ocorre entre os códons 

120 e 290 situados entre os exons 5 e 9 e resulta, com freqüência, na transcrição de uma 

proteína não funcional. (Hernandez-Boussard et al., 1999; Soussi, 2000). Entretanto, 10% -

15% de mutações no gene TP53 são do tipo nonsense ou microdeleções que podem levar à 

transcrição de uma proteína truncada e também não funcional o que não gera níveis 

detectáveis (Soussi, 2000). A mutação varia com o tipo de câncer, entretanto certos hot spots, 
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ou sítios  de mutações, têm sido identificados nos códons 175, 245, 248, 249, 273 e 282 ( 

Figura 5). 

A expressão da proteína p53 tem sido associada ao grau de displasia epitelial bem como 

à progressão para carcinoma espino celular (Levine, 1997; Vera-Sempere & Navarro-Hervas, 

1997; Cruz et al., 1998; Cotran et al., 1999; Sulkowska et al., 2001; Valente et al., 

2001;Okazaki et al 2002; Kurokawa et al 2003, Santos-Garcia et al 2005, Abbas et al., 2007; 

Brennan et al., 2007).  

 

 
Figura 5: sítios e freqüência  de mutações do gene TP53 para todos os câncers. Hernandez-Boussard et 

al, 1999. 
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Figura 1: Aspecto macroscópico da superfície dorsal da língua na evolução da carcinogênese. (A) 
Mucosa lingual normal. (B) Aspecto irregular caracterizando alterações leves. (C) Aspecto irregular 
com alterações moderadas caracterizadas por placas brancas (leucoplásicas) e superfície 
papilomatosa. (D) Aspecto irregular com alterações graves, com superfície ora papilomatosa ora 
erosica. (E) Lesão exófitica. (F) Placa leucoplásica comprometendo toda a superfície posterior da 
língua. (G) Lesão erosiva na borda lateral da língua. (H) Lesão erosiva com mancha vermelha 
(eritroplásica) comprometendo a porção posterior da língua. 
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Figura 2: Análise histopatológica durante a evolução da carcinogênese. (A) Mucosa lingual normal 
do dorso da língua. (B) Hiperplasia e hiperqueratose sem displasia. (C) Hiperplasia e hiperqueratose 
com displasia leve. (D) Hiperplasia e hiperqueratose com displasia moderada. (E) Hiperplasia e 
hiperqueratose com displasia severa. (F) Carcinoma in situ. (G) Carcinoma espinocelular 
microinvasivo. (H) Carcinoma espinocelular bem diferenciado invasivo. (H.E.) Barra=50um 
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   2. OBJETIVO 

 

Considerando o descrito, o presente estudo teve por objetivo investigar e comparar o 

papel do da proteína p53 e do gene supressor tumoral TP53 durante a carcinogênese 

experimental quimicamente induzida pela 4 NQO em língua de rato Wistar, utilizando 

métodos imunoistoquímicos e seqüenciamento de DNA. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 O material biológico (amostras de tecido normal e de carcinoma espinocelular de boca) 

utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pelo Dr. Daniel Araki Ribeiro a partir de 

pesquisa anteriormente realizada para a padronização do modelo de média-duração de 

carcinogênese oral quimicamente induzida pela 4 NQO em ratos Wistar. 

 

3.1 Delineamento experimental 

O delineamento experimental realizado e cujos resultados foram publicados por Ribeiro 

et al. (2007) é resumidamente apresentado a seguir. Ratos Wistar machos, com 8 semanas de 

idades foram distribuídos em dois grupos de 30 animais cada (grupos 1 e 2). Para cada um dos 

grupos, 10 animais foram sacrificados em três diferentes momentos: 4 (A), 12 (B), ou 20 (C) 

semanas após o início do experimento (Figura 6 ).   

 
Figura 6 – Delineamento experimental do modelo de carcinogênese bucal quimicamente induzida pela 
4NQO (modificado de Ribeiro et al., 2007). Grupo 1A, B, C – controle negativo que recebeu apenas 
água e ração ad libitum; grupo 2 A, B, C – tratado com 50 ppm de 4NQO (Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO, USA), via água de beber. 

 

3.2 Análise imunoistoquímica 

 Para a avaliação da expressão gênica em tecidos bucais, foram utilizados marcadores 

imunoistoquímicos da proteína do gene TP53. Para isso, cortes de 5µm foram tratados com 

proteinase K por 30 minutos, em temperatura ambiente. A peroxidase endógena foi bloqueada 

com peróxido de hidrogênio a 2%, por 10 minutos, e lavados em PBS (phosphate buffer 

solution). Após esse período, para a proteína p53, foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-

p53 (Novocastra, Newcastle, UK). Este anticorpo é capaz de detectar a proteína selvagem e 
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mutada do gene TP53. Todos os anticorpos primários foram incubados em temperatura 

ambiente, por 24 horas, e lavados com PBS por 30 minutos, por três vezes. Isso feito, os cortes 

foram incubados com o anticorpo secundário por 30 minutos e, em seguida, corados com o 

DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-corados com a hematoxilina de Harris. Para 

controle negativo foi omitido o anticorpo primário; para o controle positivo foram utilizados 

linfonodos normais. Após realizada a marcação, foram avaliados 10 campos por lâmina, 50 

campos por animal, em aumento de 400X, por sistema de casualização sistemática. Um total 

de 1000 células foi avaliada para cada animal, sendo os valores expressos em percentagem. 

 

3.3 Extração de DNA 

Para a extração de DNA foram utilizadas as amostras parafinadas e processadas 

histologicamente. Foram feitos de 10 a 15 cortes histológicos sucessivos de 6 µm de 

espessura, os quais foram desparafinizados em 750 µL de xilol, a temperatura ambiente, por 

um período de incubação de 2 horas a 48oC em banho maria. Após este período, as amostras 

foram centrifugadas por 15 minutos a 13.200 rpm. A seguir, o sobrenadante foi retirado 

cuidadosamente e feita a hidratação da molécula de DNA com 500 µL de EtOH 100%, 

homogenizado por inversão e novamente centrifugado por 15 minutos a 13.200 rpm. O 

sobrenadante foi retirado cuidadosamente e esse processo foi repetido com 500 µL de EtOH 

70% e 50%, respectivamente. A seguir, foi feita a desagregação mecânica e enzimática do 

tecido acrescentando-se 30 uL de SDS 10%, proteinase K 1%, na concentração final 100 

µg/mL  e 270 µL de tampão de extração (10mM de Tris-HCl  pH 9, 1mM de EDTA  pH 8), 

sendo  incubadas a 48oC por 48 h. A cada 8 horas eram adicionados 5 uL de proteinase K 

20%. A seguir, acrescido 300 µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) pH 8,  e as 

amostras centrifugadas por 10 minutos a 13.200 rpm. Posteriormente, foi feita a transferência 

do DNA para novos microtubos, nos quais foram acrescentados 750 uL de EtOH 100% 

gelado, 100 uL  de acetato de amônio 7,5 M, 2 uL de glicogênio 20mg/mL. As amostras foram 

homogeneizadas por inversão e deixadas precipitando a –20oC overnight. A seguir, as 

amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm em centrífuga refrigerada à 4oC. O 

sobrenadante foi retirado e os tubos invertidos em posição vertical para serem secos a 

temperatura ambiente. O DNA foi suspendido em 30 uL de água Mili Q autoclavada e 

armazenado a -20 oC. 
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3.4 Amplificação do gene TP53 murino por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 O conjunto de oligonucleotídeos iniciadores foi selecionado com base na literatura, por 

serem esses os mais freqüentemente envolvidos na carcinogênese bucal humana (Hollstein et 

al., 1991). As reações da PCR foram realizadas em termociclador Peltier Thermal Cycler 

PTC-200, em volume final de 25 µL, contendo dNTPs, tampão de amplificação, cloreto de 

magnésio, enzima Taq-polimerase de alta fidelidade e os primers sense e antisense. Para cada 

exon amplificado foi estabelecido um protocolo rápido com condições de reação e perfil de 

ciclagem (Figura 7, Tabela 1). 

 

 
Figura 7- Estrutura do gene TP 53 

 
Os produtos de amplificação foram separados após eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 7% e visualizados após coloração com nitrato de prata (Sanguinetti et al., 

1994). 

A análise e interpretação dos resultados foram feitas por estudos quantitativos, segundo 

a presença ou ausência de produto amplificado após eletroforese 

 
 
3.5 Sequenciamento de DNA 

3.5.1 Purificação 

 Os produtos da PCR dos genes TP53, exons 4 a 8, foram purificados utilizando o 

protocolo de produto de PCR in house. Ao produto da PCR foi adicionado etanol 95% gelado 

a 4oC na proporção de 20/80. A seguir, as amostras foram armazenadas em freezer (-20o C) 

por 2 horas.  Após esse período, as amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 13.000 

rpm a temperatura ambiente, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e adicionado 250 

uL de etanol 70%. Após nova centrifugação por 15 minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante foi 

retirado cuidadosamente e o sedimento seco por 2 minutos em Termo Bloco a 90oC. O DNA 

foi então suspendido em 10 uL de água Mili Q autoclavada e armazenado a -20 oC. 

O produto da PCR purificada foi quantificado utilizando eletroforese em gel de 

agarose 2%, e comparado com ladder de 100 pb, para, então, ser submetido a reações de 

seqüenciamento genético. 

 

 

200bp 5´ 

Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 

200bp 151bp 151bp 3´ 
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3.5.2 Reação de marcação de fluorescente 

Os produtos das PCR purificadas foram submetidos à reação de marcação de 

fluorescência utilizando bases marcadas com corantes fluorescentes (Kit BigDye Sequence 

Terminator v. 3.0). As duas cadeias complementares de DNA foram seqüenciadas utilizando 

os mesmos primers da reação inicial de amplificação. As reações de marcação de 

fluorescência foram realizadas em termociclador (MJ Research, INC, Modelo PTC-100 ™), 

com volume final de 20 µL em que foram utilizados Big Dye (Versão 3.1), tampão 5 X , 3,2 

mM/µL dos primers sense e antisense. Para cada éxon amplificado foi estabelecido um 

protocolo rápido com condições de reação e perfil de ciclagem (Tabela 2). 

 

3.5.3 Precipitação em placa 

  Após a PCR de marcação de fluorescência, as amostras foram precipitadas em placa 

adicionando-se 80 uL de isopropanol 75% e agitando-se no vortex por aproximadamente 1 

minuto. A seguir, a placa foi embrulhada em papel alumínio e deixada em repouso, a 

temperatura ambiente, por 15 minutos, para então ser centrifugada a 2000 rpm por 45 minutos. 

Após esse período o sobrenadante foi desprezado por inversão, acrescentado 170 µL de etanol 

70% e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadande foi novamente descartado 

por inversão e a placa seca sem tampa em termociclador a 90oC por 2 minutos. Na seqüência, 

as amostras foram ressuspendidas, foram adicionados 10 uL de formalina deionizada e a placa 

agitada em Vortex por 1 minuto, para então serem centrifugadas a 700 rpm por 1 minuto. Por 

fim, foi realizada a desnaturação das amostras colocando-se a placa no termociclador por 3 

minutos a 95oC e logo em seguida no freezer por 2 minutos para então ser colocada no 

seqüenciador automático ABI Prism Genetic Analyzer - modelo 3100. 

 

3.6 Análise das seqüências 

Todas as seqüências do gene TP53, exons 5 a 8, foram visualizadas e editadas com a 

utilização do programa Bioedit 7.0, por inspeções visuais e análises simultâneas das seqüências 

e seus respectivos cromatogramas. Essa etapa foi de especial importância para identificação de 

possíveis erros de leitura eletrônica e sua posterior correção. Em seguida, as seqüências foram 

comparadas às seqüências homólogas de ratos Wistar (Tabela 3), armazenadas no GenBank 

para a confirmação da homologia do fragmento amplificado. Para essa etapa utilizou-se o 

programa Blast (Altschusl, 1990). 
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3.7 Análise estatística 

A detecção de diferenças estatísticas na expressividade dos genes supressores tumorais, 

foi feita utilizando-se o teste não paramétrico de Kruskall-Wallis; para individualização, foi 

empregado o teste de Dunn’s. Em todas as análises foi adotado o valor p<0,05 para 

significância estatística. 

 

3.8 Questões éticas 

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP, em 8  de junho de 2005 (Protocolo n. 470/05) e 

30 de agosto de 2007 (25/2007) (anexos 1 e 2). 
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Tabela 1 – Oligonucleotídeos iniciadores e condições de amplificação do gene TP53  para a análise em MSP 

 
Exons Seqüência do iniciador Condições da reação Tamanho do amplicon (pb) 

 
5 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-ACTCAATTTCCCTCAATAAGCTG-3´ 
5´-GCAGTGCCCAGTGCTCAC-3´ 

 
94oC- 5 min, 94oC  -   30 seg, 60oC- 30 seg,  72oC -1 
min (35 X), 72oC -7 min,  4oC-  oo 
 
Tampão 1X, MgCl2 1,5 mM, DNTP  0,20 mM, 
iniciadores 0,20 mM cada e  Taq polimerase Gold 1U/ul 
 

 
 

200 

 
6 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-TCTTATCCGGGTGGAAGGAAA-3´ 
5´-GAGTCTTCCAGCGTGATGATG-3´ 

 
94oC- 5 min, 94oC  -   30 seg, 58oC- 30 seg,  72oC -1 
min(40 X), 72oC -7 min,  4oC-  oo 
 
Tampão 1X, MgCl2 2,0 mM, DNTP  0,20 mM, 
iniciadores 0,20 cada mM e  Taq polimerase Gold 1U/ul 
 

 
 

200 

 
7 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-CCCGGGTAGTGGGAATCTTCT-3´ 
5´-GCTCACCTCTCTTTGCACTCC-3´ 

 
94oC- 5 min, 94oC  -   30 seg, 60oC- 30 seg,  72oC -1 
min(35 X), 72oC -7 min,  4oC-  oo 
 
Tampão 1X, MgCl2 1,5 mM, DNTP  0,20 mM, 
iniciadores 0,20 mM cada e  Taq polimerase Gold 1U/ul 
 

 
 

151 

 
8 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-AGGTGAGCAGGCAGGACAAAG-3´ 
5’-TAAGGGTGAAATATTCTCCATCGA-3´ 

 
94oC- 5 min, 94oC  -   30 seg, 61oC- 30 seg,  72oC -1 
min(30 X), 72oC -7 min,  4oC-  oo 
 
Tampão 1X, MgCl2 1,5 mM, DNTP  0,20 mM, 
iniciadores 0,20 mM cada e  Taq polimerase Gold 1U/ul 
    

 
 

151 
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos iniciadores e condições das reações de marcação de fluorescência para o gene TP53 
 
 

Exons  Seqüência do iniciador Condições da reação 
 

5 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-ACTCAATTTCCCTCAATAAGCTG-3´ 
5´-GCAGTGCCCAGTGCTCAC-3´ 

 
 
95oC- 5 min, 96oC -  10 seg (35X),  (1oC/seg até atingir 53o), 
60oC -5 seg ,(1oC/seg até atingir 60o),  60oC- 4 min , 4oC  oo. 
 

 
6 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-TCTTATCCGGGTGGAAGGAAA-3´ 
5´-GAGTCTTCCAGCGTGATGATG-3´ 

 
 
95oC- 5 min, 96oC -  10 seg (35X),  (1oC/seg até atingir 53o), 
58oC -5 seg ,(1oC/seg até atingir 60o),  60oC- 4 min , 4oC  oo. 

 
7 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-CCCGGGTAGTGGGAATCTTCT-3´ 
5´-GCTCACCTCTCTTTGCACTCC-3´ 

 
 
95oC- 5 min, 96oC -  10 seg (35X),  (1oC/seg até atingir 53o), 
60oC -5 seg ,(1oC/seg até atingir 60o),  60oC- 4 min , 4oC  oo. 

 
8 

Sense 
Antisense 

 
 

5´-AGGTGAGCAGGCAGGACAAAG-3´ 
5’-TAAGGGTGAAATATTCTCCATCGA-3´ 

 
 
95oC- 5 min, 96oC -  10 seg (35X),  (1oC/seg até atingir 53o),  
61oC -5 seg ,(1oC/seg até atingir 60o),  60oC- 4 min , 4oC  oo. 
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Tabela 3 – Seqüência selvagem de rato Wistar dos exons 5 a 8 do gene TP53 
  

Exon 5 
 
ACTCAATTTCCCTCAATAAGCTGTTCTGCCAGCTGGCGAAGACATGCCCTGTGCAGTTGTGGGTCACCTCCA
CACCTCCACCTGGTACCCGTGTCCGTGCCATGGCCATCTACAAGAAGTCACAACACATGACTGAGGTCGTGAG
ACGCTGGCCCCACCATGAGCGTTGCTCTGATGGTGACGGTGAGCACTGGGCACTGC 

 
 
Exon 6 
 
TCTTATCCGGGTGGAAGGAAATCCGTATGCTGAGTATCTGGACGACAGGCAGACTTTTCGGCACAGCGTGG
TGGTACCGTATGAGCCACCTGAGGTCGGCTCCGACTATACCACTATCCACTACAAGTACATGTGCAACAGCTC
CTGCATGGGGGGCATGAACCGCCGGCCCATCCTTACCATCATCACGCTGGAAGACTC 

 
 
Exon 7 
 
CCCGGGTAGTGGGAATCTTCTGGGACGGGACAGCTTTGAGGTTCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACC
GTCGGACAGAGGAAGAAAATTTCCGCAAAAAAGAAGAGCATTGCCCGGAGCTGCCCCCAGGGAGTGCAAAG
AGAGGTGAGC 

 
 
Exon 8 
 
AGGTGAGCAGGCAGGACAAAGAAGGTGGAGGCGCCCTTCAGCTTCACCCCAAAGTCACCCCTTGCTCTCTC
CTTCCATAGCACTGCCCACCAGCACAAGCTCCTCTCCCCAGCAAAAGAAAAAACCACTCGATGGAGAATATT
TCACCCTTA 

 
   Negrito: seqüências dos primers utilizados 
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4. RESULTADOS 

 
Imunoistoquímica 

A expressão da proteína p53 foi somente nuclear. No epitélio normal, representado pelo 

grupo controle, a expressão da p53 foi praticamente nula. Resultados semelhantes foram 

observados no grupo de animais que foram sacrificados 4 semanas após a exposição a 4 NQO, 

uma vez que neste período nenhuma mudança histológica foi também detectada. Entretanto, a 

expressão da  p53 foi identificada nas células da camada basal e supra-basal do epitélio nos 

grupos sacrificados  12 e 20 semanas de exposição ao carcinógeno, ou seja, tanto no epitélio 

displásico quanto no carcinoma já instalado (Figura 8). A análise mostrou diferença 

estatisticamente significativa (p<0,05) nos grupos experimentais de 12 e 20 semanas, quando 

comparados com o controle e com o grupo de 4 semanas (Figura 9). 
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Figura 9. Índice da p53 no grupo controle negativo (0) e nos grupos de ratos expostos a 4NQO e 
sacrificados após 4, 12 ou 20 semanas. *p < 0,05, quando comparado ao controle negativo. 
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Figura 8. Marcação imunoistoquimica da proteína) p53  em tecido da mucosa bucal de ratos: (A) 

normal; (B) hiperplasia; (C) displasia e (D) carcinoma espinocelular bem diferenciado 
(aumento 100 X). 

C                                    D 

A                                     B 
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Amplificação do gene TP53 por PCR (Polymerase Chain Reaction)  

Os produtos de amplificação dos exons 5 a 8 do gene TP5  separados por eletroforese 

em gel de poliacrilamida e visualizados por coloração com nitrato de prata são apresentados 

na Figura 10. 

 

 

                     
 
 
Figura 10: Padrão de bandas encontrado para o gene TP53 exons 5, 6, 7 e 8, em gel de poliacrilamida 

7%  
  

Sequenciamento do DNA para detecção de mutação nos exons 5 a 8  do gene TP53 

200 pb 

 123 pb 1      2      3       4      8      9    NO   14     27     33 

  123 pb     3       4       9      21     45    46    47    74    76   77 

151 pb 

 
200 pb 

  123 pb NO 12       27    32    33    39     43    45    46     47 

  123pb NO     1       2       3       4       8       9      13   14   27   

151 pb 

EXONS 

5 

7 

6 

8 
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Os cromatogramas obtidos após o sequenciamento foram bastante claros e conclusivos. 

Todas as amostras apresentaram seqüências idênticas à selvagem (publicadas no Gene Bank), 

indicando, portanto, que não apresentavam nenhuma mutação na região nos exons 5 a 8 do 

gene TP53 das amostras estudadas (Figuras 11A, B e 12). 

 

  A 

 
B 

 
   

  
Figura 11 A e B: Cromatogramas representando seqüências forward e reverse, respectivamente, da  
 região amplificada do  éxon 6 do gene TP53.  
 

 

 
Query  4    GAGTCTTCCAGCGTGATGATGGTAAGGATGGGCCGGCGGTTCATGCCCCCCATGCAGGAG  63 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  201  GAGTCTTCCAGCGTGATGATGGTAAGGATGGGCCGGCGGTTCATGCCCCCCATGCAGGAG  142 
 
Query  64   CTGTTGCACATGTACTTGTAGTGGATAGTGGTATAGTCGGAGCCGACCTCAGGTGGCTCA  123 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  141  CTGTTGCACATGTACTTGTAGTGGATAGTGGTATAGTCGGAGCCGACCTCAGGTGGCTCA  82 
 
Query  124  TACGGTACCACCACGCTGTGCCGAAAAGTCTGCCTGTCGTCCAGATACTCAGCATACGGA  183 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  81   TACGGTACCACCACGCTGTGCCGAAAAGTCTGCCTGTCGTCCAGATACTCAGCATACGGA  22 
 
Query  184  TTTCCTTCCACC  195 
            |||||||||||| 
Sbjct  21   TTTCCTTCCACC  10 

 
Figura 12:  Exemplo de análise do éxon 6 do gene TP53 no Gnene Bank comparando a região 
estudada após o sequenciamento (Query) e a seqüência selvagem (Sbjct). 
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5. DISCUSSÃO  

O câncer bucal é uma doença de etilogia multifatorial e patogenia controversa. Ao 

procurar entender porque células da mucosa bucal são convertidas ao fenótipo maligno, várias 

linhas de pesquisa foram estabelecidas, a fim de buscar nos mecanismos da carcinogênese e 

em todas as suas particularidades, as repostas para o processo de desenvolvimento tumoral 

(Nishimura, 1999; Okazaki et al., 2002). 

Nos últimos anos, percebeu-se que a correlação entre mecanismo de ação dos agentes 

cancerígenos e os eventos pelos quais desencadeiam a carcinogênese bucal representa peça 

chave para o entendimento de sua patogênese. Nesse sentido, os denominados modelos de 

carcinogênese de média-duração, proporcionam boa caracterização dos mecanismos reagentes 

da carcinogênese bucal em todas as fases de suas evolução em menor intervalo de tempo e, 

portanto, com menor custo (Ribeiro, 2005) 

Sugere-se que o carcinoma espinocelular desenvolve-se por meio de dois mecanismos, 

no primeiro, denominado “de novo”, o carcinoma se desenvolve diretamente da mucosa 

normal; no segundo  desenvolve-se pela  “seqüência displasia – carcinoma” no qual o tecido é 

cancerizado via displasia epitelial (Pindborg et al, 1985), sendo esta lesão considerada como a 

primeira fase do processo da carcinogênese (Okazaki et al, 2002).  

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo principal investigar a expressão da 

proteína p53 por meio de técnica imunohistoquímica, mutações no gene TP53, nos exons 5 a 

8, por  seqüenciamento genético em modelo de carcinogênese experimental em língua de 

ratos, e, paralelamente, comparar e correlacionar possíveis relações com os parâmetros 

macroscópicos e histopatológicos encontrados. 

Os momentos de sacrifício dos animais foram fixados em 4, 12 e 20 semanas após o 

tratamento com o carcinógeno. Estes períodos foram determinados com base em dados  

existentes na literatura, como sendo os períodos para estudo das lesões iniciais, pré-

neoplásicas e neoplásicas, respectivamente (Nishimura, 1999; Niwa et al., 2001). Embora o 

tempo máximo de estudo das neoplasias malignas orais quimicamente induzida pela 4NQO, 

na dosagem de 50 ppm é de 24 semanas (Nishimura, 1999; Okazaki et al., 2002), adotamos, 

neste estudo, o período de 20 semanas como satisfatório para o desenvolvimento dos 

carcinomas espinocelulares  

 A 4NQO tem um espectro de ação em algumas regiões anatômicas da mucosa bucal, 

sendo mais freqüentemente as encontradas no dorso da língua e palato duro (Nauta et al., 

1996; Nishimura, 1999; Ribeiro et al 2006). Assim, optamos como área o dorso da língua, 

devido à sua analogia mais direta com as lesões humanas correlatas, já que no Brasil, a língua 

é o local mais freqüente de ocorrência do câncer na mucosa bucal (INCA, 2006), sendo que, 
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correspondendo a aproximadamente 95% dos tumores malignos da cavidade oral (Coletta et 

al., 2002). Dessa forma, as lesões detectáveis do ponto de vista macroscópico ou clínico 

foram correlatas aos achados microscópicos. Os resultados anátomo-clínicos mostraram que a 

mucosa lingual dos animais do grupo controle apresentava características de normalidade, 

com coloração rosa-pálida e com padrão de queratinização uniforme. No grupo experimental 

as alterações foram observadas em alguns animais somente a partir de 12a semana após o 

tratamento e caracterizadas por mancha branca e exofítica; na 20a semana, a maioria dos casos 

apresentou mancha branca e exofítica e com maior gravidade. De uma forma geral, a 

administração crônica da 4NQO induziu lesões brancas detectáveis macroscopicamente na 

maioria dos animais expostos,  achados estes que concordaram com os de Ohne et al. (1985) e 

de Niwa et al. (2001), que utilizaram o mesmo modelo experimental. 

A leucoplasia oral faz parte de um grupo de lesões heterogêneas, sendo que, 

histologicamente,  de 5% a 15% são classificadas como displasias (Suarez et al, 1998; 

Pindborg et al, 1997, Subdo&Reith, 2005). A displasia epitelial oral é um termo diagnóstico 

usado para discutir mudanças histopatológicas e é aplicado quando distúrbios da arquitetura 

celular são acompanhados por atipia citológica  e alterações na  maturação celular (Reibel, 

2003). Há forte evidência de que a displasia epitelial é um provável marcador biológico de 

malignidade, uma vez que o risco das displasias moderadas ou severas é significantemente 

maior quando comparado à displasia leve ou hiperplasia (Sudbo et al., 2001, Subdo&Reith, 

2005, Carici et al, 2005).  

 A análise histopatológica das lesões  mostraram que as alterações iniciaram-se somente 

a partir da 12a semana de tratamento com a 4NQO, e foram descritas como hiperplasia e 

hiperqueratose com ou sem displasia. Na 20a semana o padrão de gravidade aumentou, e a 

maioria dos casos mostrou-se com displasia severa. Carcinomas espinocelulares 

microinvasivo e invasivo foram também observados nesse período. Esses carcinomas 

induzidos pela 4NQO eram bem diferenciados, com atipias celulares, pleomorfismo, mitoses 

freqüentes, disqueratose de células isoladas e pérolas córnea. Com base nesses achados, 

poder-se-ia afirmar que a evolução da carcinogênese bucal murina induzida pela 4NQO foi 

análoga a de seres humanos. Esses achados estão em concordância com a maioria dos autores 

que fizeram uso deste modelo em ratos (Nishimura, 1999; Niwa et al., 2001; Okazaki et al., 

2002, Ribeiro et al, 2007).  

A displasia epitelial oral tem interpretações subjetivas devido a diferentes observações 

histológicas (Kurokawa et al, 2003). Portanto, achados histopatológicos de displasia não são 

suficientes para predizer a progressão de malignização, uma vez que a biopsia não representa 

toda a lesão, assim como a análise histopatológica depende da avaliação da lesão como um 
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todo (Van Houten  et al, 2004).  Assim, estudos com biomarcadores tornam-se relevantes e 

necessários para se avaliar com maior objetividade o comportamento tumoral (Scully & 

Burkhart, 1993; Warnakulasuriya, 2000; Oliver et al, 2000).  

A expressão da proteína p53 e mutação no gene TP53 têm sido observadas na fase de 

displasia epitelial (Skin et al., 1994; Li et al, 1995; Shahnavaz et al, 2000). Assim como foi 

comprovada a participação do gene TP53  nos eventos iniciais da carcinogênese (El-Naggar et 

al, 1995; Qin et al, 1999). A detecção da expressão da proteína p53 e mutação do gene TP53 

tem sido importante para o diagnostico da carcinogênese oral (Okazaki et al, 2002) A proteína 

p53 é expressa quando ocorre agressão ao genoma, sendo, portanto, uma das responsáveis 

pela manutenção da integridade do DNA. Associação da p53 com o grau de displasia epitelial 

e sua progressão para carcinoma espino celular já foi descrita por alguns autores (Cruz et al, 

1998; Sulkowska et al, 2001; Valente et al, 2001;Okazaki et al 2002; Kurokawa et al 2003; 

Santos-Garcia et al 2005; Abbas et al, 2007; Brennan et al, 2007), muito embora o papel do 

gene TP53 na displasia ainda não seja claro (Reibel, 2003). Pesquisas têm demonstrado 

expressões aberrantes do gene TP53 em 28% das hiperplasias epiteliais benignas, 57% nas 

displasias médias, 55% nas moderadas e 71% nas severas (Ichikawa et al, 1997), e a 

incidência do gene TP53 mutado no carcinoma espino celular oral varia de 26% a 76% 

(Ichikawa et al, 1997; Chomchai, 1999; Kudo 2000; Ostwald 2000; Kozamara et al, 2005; 

Tsantoulis et al, 2007).  A mutação do gene TP53 produz acúmulo da proteína p53 a qual 

pode ser detectada por métodos moleculares (Scully&Burkhardt, 1993; Hussain&Harris, 

1998; Lippman&Hong, 2001; Sidransky, 2002) e imunohistoquímicos (Nakopoulou  et al, 

1998; Kerdpon et al, 1997; Lopez-Martinez et al, 2002) com positividade de 57% para os 

tumores orais (Tsantoulis et al, 2007).    

No presente estudo, a análise imunohistoquimica mostrou que a expressão da proteína 

p53 foi somente nuclear. No epitélio normal, representado pelo grupo controle, a expressão da 

p53 foi fracamente detectada e limitada à camada basal ou às células da camada suprabasal 

imediata. Resultados semelhantes foram observados no grupo de 4 semanas de exposição ao 

carcinógeno, uma vez que neste período nenhuma mudança histológica foi detectada. 

Entretanto, expressividade da p53 foi identificada nas células da camada suprabasal do 

epitélio nos grupos de 12 e 20 semanas de exposição a 4NQO, ou seja, tanto no epitélio 

displásico quanto no carcinoma já instalado. Resultados semelhantes foram obtidos por 

Levine, 1997; Ichikawa et al, 1997; Okazaki et al, 2002; Kurokawa et al, 2003).  

Quando a célula é exposta à agressão genotóxica por agentes químicos, há aumento dos 

níveis da proteina p53, que se combina a fatores de transcrição, impedindo que a célula entre 

na fase S do ciclo celular. Dessa forma, a parada reversível do ciclo celular na transição G1-S 
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permite a reparação da lesão do DNA e o estabelecimento da integridade do genoma. Quando 

as alterações do DNA excedem a capacidade de reparo, é desencadeada a morte celular por 

apoptose. Estudos têm mostrado prevalência e localização de apoptose dentro de tecido 

displásico (Reibel, 2003), bem como aumento no número de células apoptóticas durante as 

fases de progressão da displasia epitelial(Abiko&Ohuchi, 1994; Macluskey et al, 2000), e a 

inibição da apoptose como causa da carcinogênese (Kohno et al, 2002; Okazaki et al, 2002). 

Chiang et al (2000), avaliaram a expressão da proteína p53 em hiperplasias epiteliais benignas 

e displasias e observaram que células apoptóticas estavam localizadas dentro da camada de 

queratina exclusivamente no tecido normal e hiperplásico, e com extensão para a camada 

basal no tecido displásico. Na displasia leve e moderada células apoptóticas eram 

proeminentes, mas na displasia severa e carcinoma se mostraram em baixo número (Reibel, 

2003). Resultados semelhantes foram observados por Syafriadi et al (2005). 

Há dados na literatura que mostram que a porcentagem de carcinoma no mesmo local da 

leucoplasia, levando em consideração o grau de aneuploidia variou de 24% a 100%, e que o 

tumor também se desenvolve em áreas eqüidistante da leucoplasia, em media de 3 a 4,5 cm 

(Pindborg et al, 1997; Barnes et al, 2005), o que sugere, que o câncer é geneticamente distinto 

da leucoplasia ressecada, ou resultado de uma expansão lateral clonal da leucoplasia (Abbey 

et al, 1995; Subdo et al, 2001).  

Slaughter et al (1953), propôs a teoria do campo de cancerização ou seja, “campo de 

células geneticamente alteradas”. Atualmente, isso significa que células geneticamente 

alteradas, proliferam gradualmente e expandem em um campo não invasivo, o qual é 

vulnerável a danos genéticos. Este campo não é macroscopicamente detectável, mas fértil para 

evolução de lesões epiteliais potencialmente malignas e eventualmente câncer invasivo. 

Embora a lesão possa ter sido totalmente removida cirurgicamente, o campo pode persistir e o 

paciente pode ter risco para um segundo tumor no mesmo local (Braakhuis et al, 2003, 2004). 

A exata característica molecular da susceptibilidade genética deste campo alterado não é 

clara, mas genes supressores de tumor como TP53, CDKN2A (Tabor et al, 2002) e pRB 

podem ser a chave nos estágios iniciais (Tsantoulis et al, 2007) 

A progressão maligna ocorre por graus crescentes de displasias, resultado do acúmulo 

de diversas alterações genéticas e moleculares (Scully et al, 2000a,c), ou seja, tumores 

crescem mediante processo de evolução clonal determinado por mutações (Vogelstein& 

Kinzler, 1993; Tsantoulis et al, 2007). Alterações em oncogenes e genes supressores de tumor 

têm papelimportante nessa transição (Cruz et al, 1998; Murti et al, 1998; van Oijen et al, 

1999; Iamaroon et al 2004). 
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Certamente, o estabelecimento definitivo da patogenia do câncer de boca está além de 

dados morfológicos quantitativos e qualitativos. Considerando que a carcinogênese é um 

processo de múltiplas etapas, caracterizadas por eventos genéticos, epigenéticos e alterações 

fenotípicas em diferentes níveis bioquímicos e moleculares, é relevante a utilização de 

metodologias capazes de detectar alterações globais, e que possam predizer níveis de 

instabilidade genômica, antecipando, assim, o risco de progressão da doença (Nagpal & Das, 

2003; Sudbo et al., 2003; Kulkarni & Saranath, 2004). 

Mesmo havendo algum consenso a respeito das particularidades encontradas no padrão 

de danos no DNA durante a carcinogênese bucal, há duvidas sobre a dinâmica e o mecanismo 

de carcinogenicidade. É bem estabelecido os tumores provêm da acumulação progressiva de 

alterações genéticas em vários genes relacionados à proliferação celular, incluindo oncogenes 

e genes supressores tumorais (Fearon & Vogelstein, 1990; Califano et al., 1996; Partridge, 

2000). A freqüência de mutações do gene TP53 varia de acordo com o tipo de tumor 

(Hollstein et al. 1991; Greenblatt et al., 1994 ); nos tumores de cabeça e pescoço ocorrem em 

aproximadamente 37% dos casos (Greenblatt et al., 1994). A mutação pode ser causada por 

alterações genéticas tais como mutações de ponto, deleções, ou por mecanismos epigenéticos, 

incluindo a associação da proteína p53 com proteínas inibitórias como a MDM2 

(Volgelstein&Kinzler, 1992; Momand et al., 1992). Os resultados do seqüenciamento 

genético do gene TP53, exons 5 a 8, mostraram que não houve mutação nas regiões em todos 

os períodos experimentais. A ausência de mutações nesse gene supressor tumoral durante a 

carcinogenese bucal foi um fato inesperado e difícil entendimento. Cumpre ressaltar que, 

muitos estudos demonstraram correlação entre a presença de mutações e acúmulo da proteína 

p53 (Navone et al., 1993; Iggo et al., 1990; Marks et al., 1991). Entretanto, nem sempre esta 

correlação está presente, haja visto que, tem sido amplamente divulgado que a mutação do 

gene TP53 pode ser um dos mecanismos responsáveis pela fixação nuclear da proteína p53 

(Wynford-Thomas, 1992; Navone et al., 1993; Xu et al., 1994; Wang et al., 1995; Rowley et 

al., 1998). Adicionalmente, vários estudos mostraram que artefato de técnica,  alterações 

epigenéticas (Bjelogrlic et al., 1994), mutações do gene TP53 fora das regiões de hot spot 

(Ruggeri et al., 1993; Peller at al, 1995; Gimenez-Conti et al., 1996) e insensibilidade na 

estratégia de sequenciamento (Rowley et al., 1998) podem, também, explicar a falta de 

correlação linear entre a expressão da proteina p53 e mutação no gene TP53 . Estudos 

adicionais são necessários para esclarecer os mecanismos decorrentes da progressão tumoral.  
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6. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados, podemos concluir que: 

 

1. a  indução da carcinogênese experimental em lingua de ratos Wistar com a 4NQO é 

um método efetivo para o estudo da progressão do câncer oral em todas as suas fases 

de desenvolvimento, pois a evolução é similar àquela encontrada em seres humanos; 

 

2. a proteina p53  foi expressa nas lesões pré neoplásicas e no carcinoma, conforme 

evidenciado pelos períodos experimentais de 12 e 20 semanas, respectivamente;  

 

3. não foram evidenciadas mutações nos éxons 5 a 8 do gene TP53 em todas as fases da 

carcinogênese lingual; 

 

4. a expressão anômala da proteína p53 nas fases intermediária e final da carcinogênese 

bucal não pode ser relacionada à presença de mutações nos exons 5-8 do respectivo 

gene. 
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