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RESUMO

O carcinoma espinocelular de boca € um dos canceres mais comuns do
mundo, logo a compreensao das vias moleculares envolvidas no processo de
carcinogénese podera auxiliar no desenvolvimento de drogas para o tratamento e
prevencao deste tipo de neoplasia. FAS € uma das enzimas metabdlicas que
participam da sintese endégena de acidos graxos, enquanto ErbB-2 & um receptor
de membrana celular responsavel pelo crescimento e diferenciagdo de varios tipos
celulares. Ja a proteina p27 € inibidora do ciclo celular e Skp2 € uma ubiquitina
ligase que atua na ubiquitinizacdo e degradagdo de p27. Estudos tém
demonstrado que a inibicdo da FAS desencadeia o processo de apoptose em
diversas linhagens de células neoplasicas. Recentemente relatou-se que o Orlistat
apresenta efeito inibitério sobre a FAS. Portanto, o objetivo deste estudo foi
comparar a expressdao de FAS, ErbB-2, p27 e Skp2 em epitélios com displasia
leve, moderada, severa e no carcinoma espinocelular quimicamente induzidos,
bem como verificar o efeito do Orlistat no processo de carcinogénese bucal. Para
tanto, camundongos foram expostos ao 1-6xido 4-nitroquinolina (4NQO) durante
16 semanas e sacrificados ao completarem 16, 18, 20 e 25 semanas. Um dos
grupos também recebeu injegao intraperitonial de Orlistat (240 mg/kg) diaria,
durante quinze dias. Ap6s o sacrificio dos animais, a lingua foi removida,
emblocada em parafina e cortes histologicos obtidos. Presenga de displasias e
neoplasias malignas foram avaliadas em laminas coradas por hematoxilina e
eosina. Reagdes imunohistoquimicas foram realizadas com os anticorpos: Ki-67
(marcador de proliferagao celular), FAS, ErbB-2, p27 e Skp2. O indice de
proliferacéo celular (Ki-67) foi de 26,57%, 22,85%, 26,12% e 23,86% nas areas de
displasia leve, moderada, severa e carcinoma invasivo, respectivamente. O
epitélio normal teve indice de proliferagdo celular de 4,31%. ErbB-2 exibiu
aumento na expressao tanto nas areas displasicas como tumorais, sendo que
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ambas apresentaram mais de 50% de células imunomarcadas. Aumento na
expressao da FAS diferiu de modo estatisticamente significante, em relagao ao
epitélio normal, somente nas areas com displasia severa e de carcinoma invasivo,
embora aumento gradual na expressdo desta proteina tenha sido observado
durante todo o processo de carcinogénese. A quantidade protéica de p27
aumentou gradualmente durante a carcinogénese, sendo as maiores taxas
encontradas nas areas de displasia severa (57,50% de células imunomarcadas) e
carcinoma invasivo (53,55% de ceélulas positivas). Para Skp2 verificou-se
imunomarcagao exclusivamente citoplasmatica (Skp2-B), a qual esteve
aumentada tanto nas areas displasicas como tumorais. Os camundongos tratados
com Orlistat tiveram area tumoral 67,25% menor do que os animais nao tratados.
Além disso, houve diminuigdo na proliferagdo celular (2,58% de positividade
celular), bem como menor nimero de células imunomarcadas contra as proteinas
p27 e Skp2-B. Com base nesses resultados concluiu-se que durante o processo
de carcinogénese bucal induzida por 4NQO houve aumento na proliferagao celular
(Ki-67) e na expressao das proteinas FAS, ErbB-2, p27 e Skp2-B (citoplasmatica),
sendo que ErbB-2 e Skp2-B tiveram aumento significativo ja nos estagios iniciais
da carcinogénese. Além disso, o Orlistat apresentou efeito antitumoral e
antiproliferativo em carcinomas espinocelulares de lingua quimicamente induzidos.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular, displasia epitelial, Acido Graxo
Sintase, ErbB-2, p27, Skp2, Orlistat.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma of the oral cavity is one of the most common
malignant epithelial neoplasms, and a better understanding of its molecular
pathways could help the development of new treatment or preventive agents.
Several proteins such as Fatty Acid Synthase (FAS), ErbB-2, p27 and Skp2 are
involved in the tumorigenesis process. FAS has an enzyme with multiple functions,
including the endogenous synthesis of saturated fatty acids. ErbB-2 is a
transmembrane receptor that may have a role in cellular growth and differentiation.
p27 is a cyclin-dependent kinase inhibitor and plays an important role on the
negative regulation of the cell cycle. On the other hand, Skp2 is an ubiquitin ligase
that targets p27 for ubiquitination and degradation. Studies have demonstrated that
FAS inhibition induces apoptosis in various neoplastic cells and can suppress
tumor cell proliferation. It has been demonstrated that Orlistat has anti-proliferative
and anti-tumor properties through blocked FAS activity. Therefore, the aim of the
present study was to investigate FAS, ErbB-2, p27 and Skp2 expression in the
epithelium with chemically-induced dysplasia and squamous cell carcinoma, and to
verify the effect of Orlistat on the carcinogenic process. Lesions were induced by
4NQO in the drinking water to C57BL/6 mice during 16 weeks. The animals were
sacrificed after 16, 18, 20 and 25 weeks of treatment. One group also received
intraperitonial injection of Orlistat, 240 mg/kg/day, during fifteen days. The tongues
were removed and paraffin embedded tissues were cut and stained with
hematoxylin and eosin. Dysplastic lesions and squamous cell carcinomas were
analyzed in slides stained with hematoxylin and eosin. Immunohistochemistry
assays were performed for Ki-67, FAS, ErbB-2, p27 and Skp2. The percentage of
cells that reacted with the Ki-67 antibody was 26.57%, 22.85%, 26.12% and
23.86% in areas with mild, moderate, severe dysplasia and invasive carcinoma,
respectively. The normal epithelium had low index of cellular proliferation, 4.31%.
ErbB-2 showed increase in the expression in dysplastic and tumor areas, for both
presented more 50% of positive cells. High expression of FAS was observed in



areas with severe dysplasia and squamous cell carcinoma, although gradual
increased was observed during all the carcinogenic process. Expression of p27
protein increased gradually during carcinogenesis and the biggest levels were
detected in areas with severe dysplasia (57.50% of immunostaining cells) and
invasive carcinoma (53.55% of positive cells). Skp2 immunoexpression was strictly
cytoplasmic (Skp2-B), and it was increased in tumoral and dysplastic areas.
Lesions of mice treated with Orlistat showed a 67.25% reduction when compared
with non-treated animals. Moreover, cellular proliferation was reduced (2.58% of
cellular immunostaining), and there were less cells immunostained for p27 and
Skp2-B. Therefore dysplastic areas showed increased expression of Ki-67 and
high expression of FAS, ErbB-2, p27 and Skp2-B, when compared with normal
epithelium. ErbB-2 and Skp2-B had increased expression in the early stages of
carcinogenesis. Moreover, Orlistat showed anti-tumoral and anti-proliferative effect

in chemically-induced quamous cell carcinomas of the tongue.

Key words: Squamous cell carcinoma, dysplasia epithelial, Fatty Acid Synthase,
ErbB-2, p27, Skp2, Orlistat.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, o cancer & considerado pelo Instituto Nacional de Cancer
(INCA) como um problema de saude publica de dimensao nacional. Somente para
o ano de 2006 estimou-se cerca de 472.050 novos casos desta doenca,
destacando-se o cancer de boca, com cerca de 13.470 novos casos (Brasil, 2005).
O carcinoma espinocelular € o tumor maligno mais freqliente na regido de cabeca
e pescogo, representando mais de 90% de todos os casos (Epstein et al., 2002;
Sanderson & lronside, 2002; Scully & Felix, 2006), sendo o tabagismo e o etilismo
os principais fatores ambientais relacionados com este tipo de neoplasia maligna
(Forastiere et al., 2001; Znaor et al., 2003; Neville et al., 2004).

Apesar de todo o avanco cientifico e tecnologico na area oncolégica nas
ultimas decadas, a grande parte dos casos de cancer na cabega e pescogo €
diagnosticada em estagios avancados, o que torna o tratamento mais complexo e
desfigurante e gera altas taxas de mortalidade (Forastiere et al., 2001; Conway et
al., 2002; Miller et al., 2003). Infelizmente, somente o exame clinico e o estudo
histopatol6gico ndo sao suficientes para prever o real potencial de malignizagao
de uma lesao cancerizavel ou o comportamento bioloégico do tumor (Kistner et al.,
2004). Portanto, novos métodos de detecgdo precoce e avaliagdo tumoral, que
permitam determinar o comportamento biolégico das lesdes, necessitam ser
desenvolvidos (Kim & Califano, 2004).

Embora o carcinoma espinocelular de boca, geralmente, seja precedido
por areas displasicas, os eventos moleculares envolvidos na progressdo e
desenvolvimento deste tumor sdo pobremente compreendidos (Krontiras et al.,
1899). Varias proteinas tém sido estudadas para melhor compreensao das vias
moleculares envolvidas no processo de carcinogénese bucal, dentre elas: a
enzima Acido Graxo Sintase (FAS), ErbB-2, p27 e Skp2. No entanto, a
participacao dessas proteinas no processo de carcinogénese bucal ainda nao esta
bem definida e nao ha nenhum estudo realizado, até o presente momento, que



correlacione a acédo dessas proteinas nas areas de displasia leve, moderada,
severa e carcinoma invasivo em modelo animal.

A FAS é a enzima responsavel pela sintese endégena de acidos graxos
saturados (Kuhajda et al., 2000; Brink et al, 2002; Baron ef al., 2004) e se
encontra superexpressa em diversas neoplasias malignas, contribuindo para
comportamento biolégico mais agressivo quando comparado aos tumores que
apresentam niveis normais desta enzima (Visca ef al., 1999; Alo et al., 2000;
Wang et al., 2001; Rossi et al., 2003; Baron ef al., 2004; Agostini et al., 2004). A
atividade da FAS esta de alguma maneira ligada a progressao do ciclo celular nas
células tumorais, pois sintese adicional de acidos graxos parece ser necessaria a
biogénese das membranas das células em rapida divisdo mitética (Hannun &
Obeid, 2002). Varios estudos tém demonstado que a inibicdo da FAS pode
interferir na proliferacédo celular e induzir as células a entrarem em apoptose (Guo
et al., 2003; Knowles et al., 2004; Menendez et al., 2005b). A cerulenina, o C75 e
o Orlistat apresentam efeito inibitério sobre a FAS. Kridel et al. (2004)
demonstraram as propriedades antitumorais e antiproliferativas do Orlistat, por
atuar inibindo a FAS, em linhagens de células de cancer de prostata.

ErbB-2 € um receptor fransmembranico de superficie pertencente a
familia ErbB, o qual regula o crescimento, a diferenciacdo e a migragao celular
(Kolibaba & Druker, 1997). Em varios tipos de canceres ha alta expressao desta
proteina (Signoretti et al, 2000; Yarden, 2001), funcionando como oncogene
(Kumar-Sinha et al., 2003).

Ja a proteina p27 € inibidora especifica da quinase dependente de
ciclina 2 (CDK2), impedindo a progressao do ciclo celular e protegendo os tecidos
da proliferacao excessiva (Polyak ef al., 2004). Diversos estudos tém demonstrado
reducdo nos niveis da proteina p27 em neoplasias malignas, inclusive no
carcinoma espinocelular de boca (Kudo et al., 1998). A diminuicdo nos niveis
protéicos de p27 geralmente esta associada ao aumento quantitativo da proteina
Skp2, que atua reconhecendo, ubiquitinizando e degradando a proteina p27

(Kitajima et al.,, 2004; Radke et al., 2005). Pesquisas atuais tém considerado a



superexpressao de Skp2 e a diminuicdo nos niveis protéicos de p27 como
importantes fatores relacionados ao prognostico e a sobrevida de pacientes com
cancer (Shintani et al., 2003; Kudo ef al., 2005; Shapira et al., 2005).

Portanto, este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a
participagdo das proteinas FAS, ErbB-2, p27 e Skp2, bem como o efeito do
Orlistat, na carcinogénese bucal.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Céancer de boca

A incidéncia do cancer cresce no Brasil, como em todo o mundo, num
ritmo que acompanha o envelhecimento populacional decorrente do aumento da
expectativa de vida. E um resultado direto das grandes transformagdes globais
das ultimas décadas, que alteraram a situagdo de salde dos povos pela
urbanizagdo acelerada, novos modos de vida e novos padrbes de consumo
(Brasil, 2006).

Atualmente, as neoplasias malignas representam a segunda causa de
morte no Brasil (12,7%), perdendo somente para as doengas do sistema
circulatério (Brasil, 2003). Para o ano de 2006 estimou-se a ocorréncia de 472.050
novos casos de canceres, 0 que corresponde a 2 casos NOvVos por ano para cada
1.000 habitantes (Brasil, 2005). Os canceres mais incidentes, a excegdo das
lesbes de pele nao-melanoma, sdo os canceres de prostata, pulmdo e estdmago
no sexo masculino; mama, colo do utero e intestino no sexo feminino (Brasil,
2006).

As neoplasias malignas bucais estdo entre os 10 tipos mais comuns de
canceres no mundo, representando cerca de 3% do total (Scully & Felix, 2006). No
Brasil esse tipo de neoplasia maligna corresponde ao sexto tipo mais comum de
cancer em individuos do sexo masculino e ao oitavo em pessoas do sexo
feminino, sendo estimados 13.470 novos casos somente para o ano de 2006. As
maiores incidéncias sdo encontradas nos estados de Sao Paulo (4.330 novos
casos), Rio de Janeiro (2.050 novos casos), Parana (1.080 novos casos), Minas
Gerais (1.030 novos casos) e Rio Grande do Sul (1.020 novos casos) (Brasil,
2005).

O tumor maligno mais freqiiente na regido de cabeca e pescoco é o
carcinoma espinocelular, representando mais de 90% de todos os casos (Ogden &



Macluskey, 2000; Epstein et al., 2002; Sanderson & Ironside, 2002; Scully & Felix,
2006). O carcinoma espinocelular de boca é mais freqiente em homens, acima
dos 40 anos de idade, geralmente com histérico de consumo excessivo de alcool e
tabaco (Forastiere ef al., 2001; Znaor et al., 2003; Neville et al., 2004).

O tabaco, se fumado ou mascado, libera uma mistura complexa com
cerca de pelo menos 50 agentes carcinogénicos, dentre eles os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, como: o benzilpireno, nitrosaminas, aldeidos e aminas
aromaticas (Scully & Felix, 2006). Tanto os agentes de natureza quimica, como os
agentes fisicos e biolégicos modificam o acido desoxirribonucléico (DNA),
ocasionando mutagdes, rupturas cromossOmicas e recombinagdes geneticas
(Elias et al., 2002). O acumulo dessas alteragoes, particularmente nos genes que
regulam o crescimento, diferenciagdo e morte celular; a estabilidade e reparo do
DNA; a imunidade celular e humoral; podem resultar ou contribuir para o
desenvolvimento do cancer (Scully, 1993).

O processo de carcinogénese bucal € multifatorial e requer o acumulo
de alteracdes genéticas nas células epiteliais. Estudos estatisticos de aspectos
moleculares sugerem a ocorréncia de 6 a 10 alteracbes geneticas para a
transformacdo maligna da mucosa bucal (Califano et al., 2000). Logo, o
desenvolvimento do cancer bucal € um processo que requer multiplas etapas, as
quais incluem mudangas como hiperplasia, lesées cancerizaveis com displasias
(leucoplasia e eritroplasia) e finalmente o tumor. 70% dos carcinomas
espinocelulares de boca sao derivados de lesbes cancerizaveis, poréem somente
8% a 10% destas tornam-se malignas (Kanojia & Vaidya, 2006).

Reconhece-se que o exame clinico e o estudo histopatoldgico rotineiro
nao sao suficientes para prever o real potencial de malignizagao de lesdes com
areas displasicas (Kustner et al, 2004). E tarefa complexa e muitas vezes
frustrante diferenciar as displasias epiteliais, presentes nas leucoplasias e
eritroplasias, de um carcinoma invasivo precoce, uma vez que o diagnostico varia
de acordo com a subjetividade e a experiéncia do patologista (Nauta ef al., 1995;
Van der Waal & Axell, 2002).



Por essa razdo, numerosas investigagbes tentam empregar, de forma
seletiva, exames mais especificos que permitam detectar as alteragées celulares
no nivel molecular (Kistner et al., 2004).

Logo, uma melhor compreensdo das vias moleculares envolvidas no
processo de tumorogénese podera ser usada para aumentar a eficacia clinica das
terapias empregadas (Kim & Califano, 2004). Além disso, se marcadores
moleculares especificos forem identificados em lesGes cancerizaveis, os quais
estdo frequentemente presentes na transformagado, poderdo ser usados para
prevenir o cancer antes que ele se desenvolva, por meio terapéutico ou por
quimioprevencgao (Kustner et al., 2004; Kanojia & Vaidya, 2006).

02.2 Modelo animal de carcinogénese bucal

Para melhor compreensao do processo de carcinogénese bucal, bem
como o desenvolvimento de novos agentes quimiopreventivos, novas pesquisas
devem ser realizadas. Logo modelos animais s&o necessarios para a realizagao
desses estudos (Everson, 1981, Nauta ef al., 1995; Tang et al., 2004, Suzuki,
2006). Numerosos agentes quimicos carcinogénicos, dentre eles: a brasa do
alcatrao, o 20 metil-colantreno (20MC), 3,4-benzilpireno (3,4 BP), 9,10 dimetil-1,2-
benzantraceno (DMBA) e 1-6xido 4-nitroquinolina (4NQO); tém sido usados na
carcinogénese bucal experimental (Kanojia & Vaidya, 2006; Sioga et al., 2006).

Everson (1981) considerou dois modelos animais apropriados para o
estudo da carcinogénese bucal, o primeiro utilizando DMBA na mucosa jugal de
hamster e o segundo pincelando o carcinégeno 4NQO no palato de ratos. O autor
afirma que nenhum dos modelos €& ideal e ambos apresentam vantagens e
desvantagens.

O DMBA é um dos carcinégenos mais utilizados na indugdo do cancer
de boca, entretanto, apresenta a desvantagem de ser irritante local e provocar
resposta inflamatéria, necrose e esfoliagdo epitelial; o que dificulta o estudo de



lesdes iniciais de carcinomas espinocelulares na mucosa bucal (Nauta et al.,
1996). Além disso, o DMBA utilizado na “bolsa” presente na mucosa jugal de
hamster nao € um modelo animal representativo do processo de carcinogénese
bucal humana por diversas razbes, dentre elas: a “bolsa” ndo esta sujeita a
influéncia ambiental usualmente presente na boca; ndo ha contraparte anatémica
no ser humano; o epitélio é mais fino em relacdo a outras partes da mucosa bucal;
o local é imunologicamente privilegiado e o DMBA induz a formagao de lesdes
iniciaimente papilomatosas, caracteristica incomum no ser humano (Wong &
Wilson, 1983; Nauta et al., 1995).

Ja o 1-6xido 4-nitroquinolina (4NQO), carcinégeno sintético soltvel em
agua, é considerado o melhor carcin6geno para induzir o processo de
carcinogénese bucal em ratos ou camundongos. Tal fato deve-se as semelhancas
histoloégicas e moleculares presentes nas lesdes quimicamente induzidas, com o
processo de carcinogénese humana. Portanto, atualmente o 4NQO é utilizado em
estudos que visam desenvolver biomarcadores para o diagnostico precoce do
cancer de boca (Kanojia & Vaidya, 2006).

O potencial carcinogénico do 4NQO foi observado pela primeira vez por
Nakahara et al (1957), que notou o desenvolvimento de cancer de pele
decorrente do uso desse agente quimico, o qual havia sido inicialmente
desenvolvido como quimioterapico.

O 4NQO exerce potente stress oxidativo intracelular, resultando em
produtos metabdlicos, principalmente moléculas de oxigénio reativo, que se ligam
ao DNA, predominantemente nos residuos de guanina, induzindo mutagées e
quebras na fita desse acido nucléico. Além disso, causa a substituicdo de
adenosinas por guanosinas durante a formagdo do DNA. As injurias
desencadeadas pelo 4NQO sdo similares ao dano gerado pelos carcinégenos
presentes no tabaco, o qual € o maior fator de risco para o desenvolvimento do
cancer bucal (Tang et al., 2004; Kanojia & Vaidya, 2006). Nauta et al
(1995) compararam as caracteristicas histolégicas das displasias epiteliais

humanas com as displasias quimicamente induzidas em ratos, os quais tiveram o



palato exposto ao 4NQO trés vezes por semana durante doze semanas. Os
autores observaram varias similaridades entre as displasias humanas e as
encontradas nos animais e concluiram que este modelo experimental & apropriado
para o estudo do processo de carcinogénese bucal, bem como, para avaliar novas
modalidades de tratamento.
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Figura 01: Representacdo esquematica da estrutura
do 4NQO e os seus derivados metabdlicos envolvidos
no processo de carcinogénese bucal.

Fonte: Kanojia & Vaidya (2006).

Sioga et al. (2006) avaliaram as mudancas ultra-estruturais ocorridas
durante o processo de carcinogénese induzida por 4NQO em palato de ratos e
verificaram a influéncia da saliva (quando presente ou nao) durante esse
processo. Os achados ultra-estruturais e histolégicos confirmaram que o processo
de malignizagédo é gradativo, iniciando com hiperquetarinizagéo e finalizando em
carcinoma espinocelular invasivo. Aumento no espago intercelular, principalmente
nas ceélulas da camada basal; diminuicdo gradual no namero de
hemidesmossomos e desmossomos; aumento na quantidade de tonofilamentos;
aumento gradual no tamanho nuclear, nucléolos mais evidentes e descontinuidade
da lamina basal foram observados no transcorrer do processo de malignizagéo.
Estes autores também observaram que o aparecimento das alteragbes acima
mencionadas ocorriam mais cedo nos animais com hipossalivagdao do que em
animais com fluxo salivar normal. Logo, concluiram que a saliva possui
substancias que retardam, mas ndo impedem a indugao do tumor por 4NQO.



Liu ef al. (1999) pesquisaram modelos animais para a carcinogénese
bucal, nos quais as caracteristicas histolégicas e imunolégicas fossem similares
ao que ocorre no ser humano. Para tanto, administraram 4NQO a 0,002% na agua
de beber dos ratos durante 9, 13 e 16 semanas e acompanharam esses animais
até totalizarem 32 semanas. Durante o processo de carcinogénese notaram areas
de leucoplasia, erosdo e uUlceras no dorso da lingua dos animais expostos ao
4NQO. Os cortes histopatolégicos revelaram areas de hiperplasia epitelial,
displasia (leve, moderada, severa), carcinoma in situ e carcinomas espinocelulares
invasivos bem diferenciados. A maior incidéncia de carcinomas foi encontrada em
animais que receberam 4NQO por 16 semanas (77,8%). Os autores concluiram
que o uso de 4NQO administrado juntamente com a adgua &€ um procedimento
seguro para obtengado de lesbées cancerizaveis e tumores, sendo o processo de
carcinogénese morfologicamente e histologicamente similar ao do ser humano.

Tang et al. (2004) compararam dois métodos de indugdo da
carcinogénese bucal através do 4NQO, pincelando o agente carcinogénico e
administrando-o na agua de beber dos animais, bem como testaram duas
concentracbes diferentes do carcinégeno. Os autores observaram que a
administracao do 4NQO (100pg/ml) juntamente com a agua de beber durante 16
semanas e mais 12 semanas de acompanhamento, foi capaz de induzir
carcinomas espinocelulares em todos os camundongos analisados, tanto na
lingua como no esdfago. O estudo exibiu que os animais tratados com 4NQO por
16 semanas apresentaram mudangas na expressao das citoqueratinas 1 e 14;
maior proliferagéo celular (determinada pela incorporagdo de bromodeoxiuridina -
BrdU); reducdo na expressdo do inibidor do ciclo celular p16 e aumento do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Os resultados indicaram que
este modelo animal simula em muitos aspectos o processo de carcinogénese
humana, tanto em boca como em esoéfago.

QOutros estudos, também empregaram esse modelo animal, porém com
variagées no tempo e na concentragdo de 4NQO utilizada, no entanto, todos
comprovaram a eficacia do 4NQO na indugdo da carcinogénese bucal (Tanaka et
al. 1994, Li, 2000; Niwa et al., 2001; Sato et al., 2002; Suzuki et al., 2006; Zhang et
al. 2006).
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02.3 ACIDO GRAXO SINTASE (FAS)

A Acido Graxo Sintase (Fatty Acid Synthase — FAS) é a enzima
metabodlica responsavel pela sintese endégena de acidos graxos saturados de
cadeia longa a partir dos substratos de carbono aceti-CoA e malonil-CoA
(Kuhajda et al., 2000; Chirala et al., 2001; Brink et al., 2002; Baron et al., 2004).
Os acidos graxos produzidos participam na composi¢gao das membranas celulares,
atuam como horménios ou mensageiros intracelulares e sao formas de
armazenamento de energia no organismo (Chirala et al., 2003; Kumar-Sinha et al.,
2003). Além disso, os produtos sintetizados pela FAS, especificamente o palmitato
e estearato, servem como substrato para construgdo dos esfingolipidios,
ceramidas e glicolipidios necessarios a progressao da divisao celular, formacao de
estruturas cerebrais e fungdes neurolégicas (Chirala et al., 2003).

Do ponto de vista estrutural, a FAS € um homodimero formado por duas
cadeias polipeptideas longas, com massa molecular de aproximadamente 250
kDa. Estao presentes sete sitios cataliticos distribuidos da extremidade amino-
terminal em dire¢gdo a carboxil-terminal na seguinte ordem: PB-cetoacil sintase,
acetil-CoA e/ou malonil-CoA transacilases, B-hidroxiacil desidratase, enoil
redutase, B-cetoacil redutase, proteina carregadora de acil (ACP) e tioesterase. O
sitio tioesterase localizado na regiao carboxil-terminal promove a hidrélise do
palmitato, o qual € liberado como molécula de acido graxo recém sintetizado
(Jayakumar et al., 1995; Brink ef al., 2002; Smith ef al., 2003).

A FAS é pouco expressa ou mesmo ndo expressa na maioria dos
tecidos humanos normais, pois a maior parte dos acidos graxos utilizados nestes
tecidos sao provenientes da dieta (Kuhajda et al., 2000). No entanto, no figado, no
tecido adiposo e na mama durante o periodo de lactagdo, a produgdo de acidos
graxos através da via endogena € importante, ocasionando elevacdo na
expressao dessa enzima anabdlica (Brink et al., 2002; Chirala et al., 2003).

Mendes et al. (1953) foram os primeiros autores a relatarem aumento na
sintese de acidos graxos nos tecidos tumorais. Esse achado foi confirmado por
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Weiss et al. (1986), os quais demonstraram ser a biossintese endogena
responsavel pela maior parte dos acidos graxos em células malignas,
independentemente do suplemento nutricional.

Apesar de todas as evidéncias sugerindo que a sintese endogena de
acidos graxos seja um processo essencial para a sobrevivéncia e proliferagao das
células neoplasicas, ndo se conhece até o presente momento qual 0 mecanismo
biolégico envolvido. A atividade da FAS estd de alguma maneira ligada a
progressdo do ciclo celular nas células tumorais, pois sintese adicional de acidos
graxos parece ser necessaria para biogénese das membranas celulares em
células com rapida divisdo mitética (Hannun & Obeid, 2002).

Niveis elevados de FAS ja foram identificados nas neoplasias malignas
de: mama (Wang et al., 2001), ovario (Alo et al., 2000), prostata (Rossi et al.,
2003), pulmao (Piyathilake et al., 2000), estdbmago (Kusakabe et al, 2002),
intestino (Visca et al., 1999), melanoma (Innocenzi et al., 2003) e sarcomas de
tacidgs moles (Takahiro ef al., 2003). De modo geral, os tumores que expressam
grandes quantidades de FAS apresentam comportamento biolégico mais
agressivo em relacao aqueles que possuem niveis normais, isto porque, a
atividade da FAS proporciona vantagens seletivas ao crescimento celular (Baron
et al., 2004). Zhang et al. (2005) destacaram que as células tumorais elaboram
mediadores lipidicos que possuem efeitos autécrinos e/ou paracrinos, afetando o
comportamento tumoral.

A progesterona estimula a expressdo da FAS em linhagens celulares de
cancer de mama, por outro lado, androégenos e o fator de crescimento epidérmico
(EGF) aumentam a expressdo e a atividade da FAS em linhagem celular de
cancer de prostata (LNCaP) (Swinnen et al., 1997; Lacasa ef al., 2001). Esses
estudos demonstram o papel dos horménios na regulagdo da FAS. Kumar-Sinha
et al. (2003) descreveram que o gene codificador da FAS é regulado por ErbB-2
em células derivadas de cancer na mama.

Nemoto et al. (2001) encontraram em 92,9% dos casos de displasia

esofagica e 96,5% dos carcinomas espinocelulares de eséfago, positividade para
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expressao citoplasmatica da FAS e sugeriram que o aumento nos niveis
citoplasmaticos dessa enzima pode ser evidenciado ja nos estagios precoces da
carcinogénese esofagica. Entretanto, a alta expressdao da FAS nao apresentou
nenhuma correlagdo com as caracteristicas clinico-patolégicas e com o
prognostico dos pacientes com cancer esofagico.

Krontiras et al. (1999) foram os primeiros autores a estudar a expressao
de FAS em carcinomas espinocelulares de boca. Para tanto, os pesquisadores
selecionaram 56 casos de carcinomas em lingua e por meio da imunohistoquimica
verificaram a presencga ou ndo da enzima FAS. Além disso, avaliaram areas de
displasias e de tecido normal adjacentes ao tumor. Os autores observaram
expressao aumentada da FAS tanto nos carcinomas como nas areas displasicas,
e concluiram que o aumento na expressao pode ser considerado como marcador
para mudang¢as neoplasicas precoces, enquanto a diminuigdo na sua expressao
estaria relacionada a perda de diferenciagao tumoral.

Guo et al. (2003) verificaram o efeito da inibigdo da FAS pela cerulenina
em ceélulas de carcinoma espinocelular de boca e mucosa bucal normal. A
cerulenina foi capaz de inibir significantemente a atividade da FAS, principalmente
4 horas apods a exposigao a droga, sendo os efeitos mais marcantes nas linhagens
celulares de carcinoma em comparacao as células de mucosa normal. Baseado
nesses achados os autores concluiram que a FAS pode ser um alvo na terapia
antineoplasica.

Agostini et al. (2004) avaliaram a produgdo de FAS e de moléculas
envolvidas na sua regulagdo em quatro linhagens celulares provenientes de
carcinomas espinocelulares de boca. Os resultados revelaram diferentes
quantidades de FAS nas quatro linhagens estudadas, além disso, o receptor para
o fator de crescimento epidérmico (EGFR) e ErbB-2 foram expressos em grandes
quantidades em todas as linhagens.

Silva et al. (2004) analisaram 62 casos de carcinoma espinocelular da
regido de cabecga e pescogo e verificaram aumento simultdneo na expressao de
FAS e ErbB-2 em 70% dos casos, sugerindo que ErbB-2 possivelmente regula a
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expressao de FAS nesses tumores. Outro achado importante, desse estudo, € que
a co-expresséo dessas proteinas indicou melhor prognostico.

Apesar das evidéncias experimentais e clinicas apontando FAS como
enzima importante na patogénese de neoplasias malignas, Aimeida et al. (2005)
observaram expressdo aumentada dessa enzima em processos proliferativos de
natureza nao neoplasica, como na Fribromatose Gengival Hereditaria. Esses
autores constataram o bloqueio da proliferagdo de fibroblastos normais e de
fibroblastos derivados da fibromatose gengival hereditaria, quando se usou inibidor
da FAS (cerulenina).

A cerulenina e o C75, inibidores da atividade da FAS, produzem rapida
e significativa inibicao da replicagdo do DNA e, conseqiientemente, da progresséo
da fase S em células derivadas de neoplasias malignas humanas, culminando
com a morte celular por apoptose (Li ef al., 2001). Dados da literatura demonstram
que linhagens celulares derivadas de carcinoma espinocelular bucal com
superexpressao de FAS, quando submetidas ao tratamento com cerulenina
adicionada ao meio de cultura, tiveram redugéo drastica na proliferagdo celular e
aumento no numero de células em apoptose (Agostini et al., 2004).

Portanto, a atividade biolégica da FAS torna-a um possivel alvo
terapéutico contra diversos tipos de cancer, uma vez que esta diretamente ligada
a sintese de acidos graxos necessarios a proliferagdo celular (Kuhajda et al.,
2000; Swinnen et al., 2000; Guo et al., 2003; Kumar-Sinha ef al., 2003).

02.4 ErbB-2

A familia ErbB € composta por quatro membros, ErbB-1, ErbB-2, ErbB-3
e ErbB-4, todos sdo receptores de membrana citoplasmatica e regulam o
crescimento, diferenciacdo e migragdo de varios tipos celulares (Kolibaba &
Druker, 1997). Todos possuem em comum dominio extracelular de ligagéo,

dominio transmembranico e dominio citoplasmatico com atividade de tirosina-
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tumores apresentavam marcagdo citoplasmatica para ErbB-2, porem ao
correlacionar esses dados com os parametros clinico-patolégicos ou com a
sobrevida dos pacientes, nenhuma relacgao foi identificada.

Hou et al. (1992) analisaram a express@o de ErbB-2 em 15 displasias
leves, 14 displasias moderadas, 20 displasias severas e 21 carcinomas de boca.
Os resultados indicaram que com a aquisigdo de um fenétipo maligno ha aumento
progressivo na expressdo de ErbB-2, podendo este receptor ter sua expressao
alterada ja nos estagios iniciais do processo de carcinogénese.

Werkmeister ef al. (1999) estudaram as aberracdes nos oncogenes
ErbB-1 e ErbB-2 em 13 leucoplasias bucais sem a presenca histologica de
displasias e verificaram presenga de aberragdes para ErbB-1 (4 delegbes e 4
amplificacdes) em oito casos e delegbes para ErbB-2 em dois casos. Os autores
concluiram que aberragbes genéticas em ErbB-1 e ErbB-2 podem estar
associadas a mucosa bucal histologicamente normal, sendo estas importantes no
processo de carcinogénese bucal.

Werkmeister et al. (2000) analisaram 85 amostras de mucosa bucal
histologicamente normais obtidas em area adjacentes ao tumor e encontraram em
9,4% dos casos delegbes e em 8,2% amplificacbes para o gene ErbB-2,
confirmando o conceito de cancerizagdo em campo. Esses autores também
demonstraram que 20,2% dos pacientes com cancer bucal exibiam amplificacédo
para ErbB-1 € 14,7% para ErbB-2. A amplificacédo do gene ErbB-2 no tecido
tumoral apresentou relevancia clinica, pois estava correlacionada com recorréncia
precoce do tumor ou metastase.

Kustner et al. (2004) afirmaram que o aumento na expressao de ErbB-2
pode indicar progressdo do processo de carcinogénese bucal mesmo sem
evidéncias clinicas.

Silva et al. (2004) relataram acentuada marcagdo em membrana
citoplasmatica nas areas de epitélio “normal” adjacentes ao tumor e em areas
tumorais bem diferenciadas, ao passo que, marcacdo exclusivamente
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citoplasmatica foi observada em areas mais indiferenciadas dos carcinomas
espinocelulares de boca analisados.

Aguiar ef al. (2007) avaliaram 27 casos de carcinomas espinocelulares
de boca com recorréncia precoce e 54 tumores que nao apresentaram
recorréncia. Os autores encontraram marcagdo em membrana celular em 77,8%
dos casos que tiveram recorréncia precoce e em 83,3% dos casos que ndo houve
recorréncia. A marcagao citoplasmatica para ErbB-2 foi verificada em 37% do
casos com recorréncias precoces, principalmente em areas pouco diferenciados, e
426% dos casos de carcinoma espinocelular de boca que ndo recorreram.
Portanto, os autores ndao observaram diferengas estatisticamente significativas
entre a imunomarcacgao para ErbB-2 em carcinomas espinocelulares de boca que
recorreram precocemente e 0os que nao recorreram.

02.5 p27

A proliferagdo de células neoplasicas esta intimamente relacionada as
anormalidades nos fatores que regulam o ciclo celular, sendo muitas vezes a
atividade das quinases dependentes de ciclinas (CDKs) responsaveis pelo
controle desse ciclo em células eucariontes. A atividade das quinases
dependentes de ciclinas (CDKs) é regulada pela associagdo com as ciclinas e pela
fosforilagao e desfosforilagdo da subunidade catalitica. No entanto, inibidores das
CDKs regulam negativamente o complexo Ciclina/CDKs, impedindo a progressao
do ciclo celular (Massagué, 2004; Swanton, 2004).

Os inibidores de CDKs pertencem a duas grandes familias, Ink4 e
Cip/Kip, sendo classificados de acordo com as suas propriedades estruturais e
funcionais. Na familia dos Cip/Kip estao incluidas as proteinas p21, p27 e p57, as
quais inibem especificamente a atividade da CDK2 por ligar-se aos complexos
Ciclina-E/cdk2 e Ciclina-A/cdk2 (Polyak et al., 1994; Toyoshima & Hunter, 1994:
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Massagué, 2004). Portanto, a proteina p27 inibe o ciclo celular na fase Gy,
protegendo os tecidos da proliferagéo excessiva (Polyak ef al., 1994).

Em células quiescentes, os niveis de p27 sao geralmente altos (Blain et
al., 2003), por outro lado, quando as células entram no ciclo celular as proteinas
da familia Cip/Kip séo destruidas pelos proteossomos num processo dependente
da proteina Skp2, a qual é responsavel pela ubiquitinizagéo e degradacgao de p27
(Schrump et al., 1996; Loda ef al., 1997; Kudo et al., 2005).

A concentracéo da proteina p27 aumenta com o contato entre as celulas
(célula-célula), caréncia de soro (células em cultura) e na presenca do Fator de
Crescimento Transformante (TGF-B), por outro lado, diminui com estimulos
mitogénicos (Swanton, 2004). No entanto, os niveis de RNAmensageio Para a
proteina p27 nao se alteram durante a progresséao do ciclo celular. O aumento nos
niveis protéicos de p27 em células quiescentes deve-se a diminuigdo nas taxas de
degradacgdo, portanto o nivel celular de p27 € regulado principalmente pelo
processo de protedlise dependente de ubiquitina (Pagano et al., 1995).

Delegbes homozigoticas para p27 € evento raro em tumores humanos.
Contudo, ratos heterozigéticos, com delegdo em um dos alelos para o gene do
p27, ficaram mais propensos ao desenvolvimento de tumores desencadeados por
carcinégenos ou radiagao, isso indica que copias funcionais de ambos genes sao
requeridas para a supressdo do desenvolvimento tumoral (Swanton, 2004).

Ja foi observada relacao entre a quantidade reduzida da proteina p27 e
0 pior prognostico em neoplasias malignas, dentre elas: cancer de colon uterino,
mama, prostata, bexiga, pulmao, figado, laringe, ovario, melanoma e estémago
(Florenes et al., 1998, Lloyd et al., 1999; Tsihlias et al, 1999; Slingerland &
Pagano, 2000; Philipp-Staheli et al. 2002; Goto et al., 2005). A concentragao da
proteina p27 também esta correlacionada com o grau de diferenciagao tumoral,
pois tumores pobremente diferenciados e altamente invasivos apresentam baixas
concentragdes dessa proteina (Catzavelos et al., 1997; Porter et al. 1997).

Varios estudos também demonstraram reducéo nos niveis da proteina

p27 em carcinomas espinocelulares de boca. A taxa de redugao variou de 35,9% a
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87%, sendo as maiores reducdes correlacionadas com piores prognésticos (Kudo
et al., 1998; Fujieda et al., 1999; Ito et al., 1999; Mineta et al., 1999; Venkatesan et
al., 1999; Kuo et al., 2002; Shintani et al., 2002).

Choi et al. (2003) observaram que a proteina p27 estava principaimente
expressa em ilhas celulares bem diferenciadas do carcinoma espinocelular de
boca, por outro lado, a expressdo era muito variavel em areas pobremente
diferenciadas. Baseado nos achados, esses autores sugeriram que a perda da
expressdo de p27 esta associada com alta proliferagdo e pobre diferenciacao
celular em carcinomas espinocelulares de boca.

Fillies ef al. (2007) analisaram 192 carcinomas espinocelulares de boca
por meio de imunohistoquimica e nao encontraram nenhuma correlagao entre a
expressdao de p27 e a taxa de sobrevida total dos pacientes. No entanto, no
subgrupo de pacientes com comprometimento linfonodal a expressao aumentada
de p27 estava associada a melhores taxas de sobrevida.

Kitajima et al. (2004) estudaram seis linhagens de células de carcinoma
espinocelular humano e verificaram alta expressao da proteina p27 em uma delas
(Ho-1-N-1). Essa alta expressao de p27 ocorreu devido a baixa expressao de
Skp2 e Cks1, pois quando houve transfecgao dos genes Skp2 e Cks1 na linhagem
Ho-1-N-1 a expressao de p27 caiu drasticamente.

Pulhez (2007) ao comparar a expressdo de p27 em carcinomas
espinocelulares de boca, labio inferior e pele, encontrou marcagdo mais elevada
nos casos de carcinoma de pele e labio inferior quando comparado ao de boca.
Segundo o autor, entre outros fatores, a forma de degradagdo de p27 poderia
ocorrer de forma mais eficiente nos carcinomas intrabucais quando comparados
aos carcinomas de labio inferior e pele, refletindo em comportamentos clinicos
diferentes.

Em lesbes displasicas, os niveis protéicos de p27 diminuem a medida
que aumenta a severidade das displasias, até se transformarem em carcinomas,
sendo a reducao observada ja nos estagios iniciais da carcinogénese (Choi ef al.,
2003; Kudo et al., 2005).
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A proteina p27 localiza-se no nticleo da célula, no entanto, ja ha relatos
de sua localizagao citoplasmatica. Isto se deve ao fato dessa proteina ser
fosforilada no residuo 157 da treonina (Thr), impedindo a sua entrada no nucleo
(Liang et al., 2002; Shin et al., 2002; Viglietto ef al., 2002). Entretanto ndo tem sido
relatada expressao citoplasmatica de p27 em carcinomas espinocelulares de boca
(Kudo et al., 2005).

Atualmente a proteina p27 é considerada um importante marcador
tumoral de prognoéstico. A restauragdo dos niveis de p27 (por inibicao de sua
degradacao) pode ter efeito clinico benéfico no tratamento de alguns carcinomas,
ou seja, podera ser mais uma arma na terapia contra o cancer (Katner ef al., 2002;
Blain ef al., 2003; Kitajima et al., 2004; Kudo et al., 2005).

02.6 Skp2 (S-phase Kinase-associated Protein 2)

A ubiquitinizagao de uma proteina € um processo altamente organizado
e envolve a agao de trés enzimas, a ativadora de ubiquitina (E1), a conjugadora de
ubiquitina (E2) e a ligase de ubiquitina (E3). Essa cascata enzimatica resulta na
fixacdo da cadeia de poliubiquitina sob residuos especificos de lisina,
desencadeando um sinal para degradacgéao das proteinas pelo proteossomo 26S
(Radke et al., 2005). O complexo SCF representa uma classe de enzimas E3 que
contém quatro subunidades: Skp1, culina, uma das muitas proteinas F-box e Rco1
ou Rbx1 (Bloom & Pagano, 2003). O exato nimero de complexos SCF permanece
ainda desconhecido, uma vez que a existéncia de varias culinas e as varias
proteinas F-box permitem inimeros complexos SCF (Patton et al., 1998).

Skp2 & uma proteina F-box, considerada ligase de ubiquitina, atuando
como subunidade do complexo SCF®*? e é responsavel pelo reconhecimento,
ubiquitinizagao e degradacédo da proteina p27 (Ganiatsas ef al., 2001; Gstaiger et
al., 2001; Kitajima et al., 2004; Radke ef al., 2005). O cerne do complexo SCF esta

localizado no citoplasma até a expressao da proteina Skp2, nas fases tardias de
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G1. Com a formagdo do complexo SCF>* ocorre a entrada no nicleo e a
ubiquitinizacéo de proteinas especificas (Lisztwan et al., 1998).

O complexo SCF**? também tem sido implicado na ubiquitinizagdo de
outras proteinas reguladoras do ciclo celular, incluindo a ciclina E, a ciclinaD e o
E,F-1 (Marti ef al., 1999; Nakayama et al., 2000; Ganiatsas et al., 2001).

No epitélio normal a distribuicao de células positivas para p27 e Skp2
sdo inversas e topograficamente diferentes. A expressao de p27 ocorre quase que
exclusivamente nos nucleos com diferenciagao terminal, ou seja, células epiteliais
suprabasais. Ja a expressdo da proteina Skp2 é bastante marcante nas células
epiteliais da camada basal, onde escassas células apresentaram marcagdo para
p27 (Gstaiger et al., 2001).

Durante a progressao tumoral, os niveis protéicos de Skp2 estao
alterados nas células displasicas e neoplasicas. Nesses casos, ha superexpressao
da proteina Skp2, o que leva a degradagdao da proteina p27 pelo sistema
ubiquitina-proteossomo e favorece a progressado tumoral. Logo, expressdao de
Skp2 é inversamente proporcional ao da proteina p27 (Gstaiger ef al., 2001;
Drobnjak et al., 2003; Kitajima et al., 2004; Chen et al., 2007).

Diversos estudos consideram que a superexpressdo de Skp2 e a
diminuigao nos niveis protéicos de p27 sao importantes fatores no prognéstico e
na sobrevida de pacientes com cancer (Shintani et al., 2003; Kudo et al., 2005;
Shapira et al, 2005). Sendo assim, Skp2 é considerado como oncogene
intimamente ligado a degradagéo de p27 e se tornou alvo de pesquisas para sua
utilizagao como marcador de prognéstico e auxilio na terapia anticancer (Gstaiger
et al., 2001; Signoretti ef al., 2002; Zheng ef al., 2005).

Ganiatsas ef al. (2001) relataram uma variante da proteina Skp2, por
eles denominada Skp2-CTV (C-terminal variant). Esta nova forma de Skp2 difere
na sequéncia de 365 aminoacidos acrescido na regiao C-terminal e interrupgdes
na sexta e sétima regides ricas em lisinas (Figura 02). A expressao dessa variante
deve-se a splice alternativo no gene que codifica a proteina Skp2, localizada no
cromossomo 5.
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Esses mesmos autores relatam que a forma Skp2-CTV permanece no
citoplasma, pois acreditam que a porcao C-terminal da Skp2-CVT contém
dominios que desencadeiam a retengao citoplasmatica, sobrepondo-se ao sinal de
localizagdo nuclear presente na proteina Skp2. Além disso, a Skp2-CVT falha na
sua ligagao com a proteina Skp1 e na formagéo do complexo SCF5%2,

Radke et al. (2005) também relataram a presenga de Skp2
citoplasmatica em células de cancer de mama, denominando-a de Skp2-B.
Concluiram que Skp2-B esta superexpressa, com a mesma freqiéncia que a
proteina Skp2, em linhagens de células de cancer de mama e no tumor primario
de mama, sendo os niveis de Skp2-B mais altos quando comparados ao Skp2.
Além disso, como a proteina Spk2-B difere no dominio C-terminal e carece das
trés ultimas LRR (regides ricas em lisina), ndo promove a ubiquitinizagdo da
proteina p27. Portanto, os autores sugerem que a proteina Skp2-B quando
superexpressa participa da formacao do cancer agindo sobre outras proteinas e

nao na degradacgao p27. Além disso, previne a morte celular por apoptose.

C-terminal Skp2 tail
(replaced in Skp2-CTV)

Figura 02: Diagrama esquematico da estrutura do Skp2, exibindo
sequéncia diferente de aminoacidos, localizado na porgao C-terminal e
sua relag&o com a proteina Skp1. Em vermelho proteina Skp1 e em azul
proteina Skp2. Em amarelo representa a por¢cado C-terminal presente na
Skp2-variante.

Fonte: Ganiatsas et al (2001)
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quinase. Sob condigdes fisiolégicas, a ativagdo dos receptores ErbB é controlada
pela expressao dos peptideos da familia do fator de crescimento epidérmico
(EGF) (Kumar-Sinha et al., 2003). O ErbB-2 & uma proteina de 185 kDa, cujo gene
esta localizado no brago curto do cromossomo 17 e apresenta grande homologia
com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (Wilkman ef al., 1998;
Kustner ef al., 2004).

A interagao entre EGF/receptor promove a homo ou heterodimerizacao
dos receptores ErbB e subseqiente auto-fosforilagéo ou fosforilagao cruzada. Isto
inicia uma complexa via de sinalizagao intracelular, a qual termina na fosforilagao
de fatores de transcrigdo, gerando amplo espectro de atividades biol6gicas (O-
Charoenrat ef al., 2002). Em condigdes normais o receptor ErbB-2 é ativado apés
a sua heterodimerizagdo com outros receptores da familia ErbB, promovendo
ativacao forte e prolongada das vias de sinalizacbes intracelulares (Holbro ef
al.,2003).

O gene ErbB-2 pode funcionar como oncogene (Kumar-Sinha et al.,
2003), uma vez que se observou alta expressdo dessa proteina nos canceres de
mama, ovario e prostata (Signoretti ef al., 2000; Yarden, 2001; Ross et al., 2003,
Kumar-Sinha et al., 2003).

Os receptores da familia ErbB, quando ativados, desencadeiam sinais
via PI-3K e MAP-quinase, os quais controlam a expressdo da FAS (Kumar-Sinha
et al., 2003). Por outro lado, pesquisas recentes mostraram que FAS regula a
expressao e atividade desse receptor de superficie em linhagens celulares de
cancer de mama e de ovario, pois inibindo-se a FAS houve diminui¢ao nos niveis
de ErbB-2 (Menendez et al., 2004).

Varios estudos vém demonstrando aumento na expressdo de ErbB-2
em carcinomas espinocelulares de boca (Xia ef al, 1997; Wilkman et al., 1998:;
Werkmeister et al., 2000; Vora ef al., 2003; Silva et al., 2004; Agostini et al., 2004;
Perea et al, 2005). Field et al. (1992) foram um dos primeiros pesquisadores a
estudarem a expressdao de ErbB-2 em carcinomas de boca. Esses autores
analisaram 75 casos de carcinomas espinocelulares e verificaram que 60% dos
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02.7 Ki-67

A determinacgéo histolégica da atividade proliferativa de células e tecidos
sob condi¢cdes normais ou patolégicas, indicando zonas e células em proliferacao,
€& um importante fator a ser analisado, pois esta associada ao comportamento
biolégico das neoplasias e ao curso clinico do tumor. Varias técnicas histologicas
tém sido empregadas para detectar a atividade proliferativa das células em tecidos
neoplasicos, dentre elas: contagem do numero de células em mitose, marcagao
por timidina, marcagéo pela bromodeoxiuridina (BrdU) e a expressao de antigenos
associados a proliferagao celular como o Ki-67 (Ito et al., 1998; Birner et al., 2001).

O anticorpo Ki-67 liga-se as proteinas nucleares ndo histénicas, de peso
molecular entre 345 e 395 kDa. Este antigeno é expresso em células na fase de
G1, S, G2 e mitose, porém néo esta expresso na fase GO do ciclo celular (Gerdes
et al., 1991; Gonzales-Moles et al. 1996).

Ito et al. (1998) estudaram o anticorpo Ki-67 produzido pelo clone MIB-5,
0 qual tem a capacidade de imunomarcagao para tecidos originados de ratos e
camundongos. Nesse estudo comparou-se a marcag¢do obtida através de reagéo
de imunohistoquimica com anticorpo Ki-67 (clone MIB-5), a marcagao por BrdU e
a contagem de células em mitoses nos adenomas e adenocarcinomas pulmonares
induzidos quimicamente pelo 4NQO. Os autores concluiram que a imunomarcagao
produzida pelo anticorpo Ki-67, clone MIB-5, é util na quantificagdo da atividade
proliferativa em tecidos normais e tumorais obtidos de ratos e camundongos.

Birner et al. (2001) também verificaram que a imunomarcacao produzida
pelo anticorpo monoclonal Ki-67, clone MIB-5, esta positivamente correlacionado a
porcentagem de células marcadas pela técnica de BrdU e a freqiéncia de figuras
mitéticas nos tecidos normais e neoplasicos obtidos de camundongos da linhagem
C57BL/6. Os resultados indicaram que MIB-5 consegue detectar com seguranca e
reprodutibilidade a fracdao de células em proliferagdo em tecidos murinos

parafinados e fixados em formol.
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Portanto, o Ki-67/MIB sado anticorpos monoclonais, cuja marcacao
aumenta em tecidos que apresentam proliferagdo celular, sendo que ha estreita
relacdo entre o numero de células marcadas com o grau histolégico dos
carcinomas espinocelulares de boca (Tumuluri et al., 2002). Apesar de bastante
utilizado como marcador de proliferagao celular, a sua fungéo bioldgica ainda &
desconhecida e sua utilizagdo como marcador molecular para o estabelecimento
do prognéstico de carcinomas espinocelulares de boca € ainda controverso.
Aguiar et al. (2007) verificaram que baixas taxas de proliferacdo estavam
relacionadas a carcinoma espinocelular de boca bem diferenciados, porém que
tiveram recorréncias locais precoce.

Liu et al. (1998) avaliaram o comportamento proliferativo da mucosa
bucal normal em trés diferentes regides (assoalho de boca, borda lateral de lingua
e mucosa jugal) e das leucoplasias com diferentes graus de displasia. Os
pesquisadores concluiram que a marcagao por Ki-67/MIB ficou restrito a camada
basal e parabasal nos tecidos normais, ndo havendo diferengas entre os diversos
locais analisados. Ja nos tecidos derivados de leucoplasias com displasias de alto
grau, houve maior marca¢ao nuclear principalmente na camada basal e na
camada superficial.

Varios estudos tém demonstrado aumento no indice de marcagao por
Ki-67/MIB nas leucoplasias e eritroplasias que apresentam epitélio displasico,
sugerindo aumento na atividade proliferativa celular nessas lesdes (Zoeller et al.,
1994; Kushner et al., 1997; Oliver & MacDonald, 2001; Piattelli et al., 2002;
Takeda et al. 2006).

Kearsley et al. (1990) analisaram a expressdo celular para o antigeno
Ki-67 em 42 amostras tumorais (cinco CECs bem diferenciadas, 28 CECs
moderadamente diferenciadas e nove CECs pobremente diferenciados) e
encontraram variagao na porcentagem de células que reagiram com o anticorpo
monoclonal Ki-67. Baixo indice de proliferagcdo (menos de 10% de células
marcadas positivamente) foi obtido em 35,8% dos casos (15 amostras),

proliferacao intermediaria (entre 10 e 30% de células positivas) foi encontrada em
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45,2% dos casos analisados (19 amostras) e alto indice proliferativo (superior a
30% de células positivas) estava presente em somente 19,0% dos casos (oito
amostras). Tsuji et al. (1992) também mensuraram a proliferagdo celular em
carcinomas espinocelulares de boca com diversos marcadores (PCNA, Ki-67,
fracao da fase S — SPF e contagem AgNORS) e encontraram indice de
proliferagdo que variou de 4,9% a 40% (média de 24,1%) quando se utilizou a
marcagao pelo anticorpo Ki-67.

Roland ef al. (1994) estudaram 79 amostras de carcinomas
espinocelulares de boca e encontraram indice de proliferagao celular de 27,8%,
em meédia, de células positivas para Ki-67. O valor minimo encontrado foi de 88
células positivas em 1000 células contadas e o valor maximo obtido foi de 808
células marcadas em 1000 ceélulas analisadas. No entanto, os autores ndo
encontraram nenhuma relagdo entre o indice de proliferagédo celular e as
caracteristicas clinicas do tumor.

Gonzales-Moles et al. (1996) verificaram auséncia de expressdao do
antigeno Ki-67 em 49% dos 74 casos de carcinomas espinocelulares de boca
analisados. Nos tumores positivos, 36,5% tiveram ligeira expressdao, 10,8%
expressao moderada e 10,8% alta taxa de proliferagao celular, sendo as maiores
taxas observadas em tumores indiferenciados com intenso pleomorfismo nuclear.
No entanto, os autores relataram auséncia de correlagdo entre a sobrevida dos

pacientes e o indice de proliferagao celular.

02.8 Inibigao da FAS e os efeitos celulares

A FAS por estar expressa em neoplasias malignas, pode ser Gtil para o
desenvolvimento de drogas quimiopreventivas contra 0s canceres mais comuns
(Lu & Archer, 2005), dentre eles o cancer de boca (Zhang et al., 2005).
Recentemente demonstrou-se que a inibicdo da FAS pode interferir na
proliferacdo celular tumoral, induzindo as células a entrarem em apoptose
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(Heiligtag et al. 2002; Guo et al., 2003; Knowles et al., 2004; Kridel et al., 2004; Lu
& Archer, 2005; Menendez et al., 2005b).

A cerulenina ([2R, 3S] —2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans, transdodecadie-
namida), produto natural do fungo Cefalosporium caerulens, inibe de forma
irreversivel a atividade da enzima FAS através da ligagao covalente ao sitio ativo
B-cetoacil sintase, responsavel pela reagdo de condensacgéo dos substratos acetil-
CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).

C75, analogo sintético da cerulenina, é formado por uma cadeia com 7
carbonos (o-metileno-y-butirolactona) e possui os mesmos efeitos inibitérios sobre
a atividade de FAS com a vantagem de ser mais estavel e, portanto, ter melhor
efeito “in vivo™ (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).

Ambos os inibidores da FAS impedem a progressao do ciclo celular,
bloqueando a passagem da fase GO/G1 para a fase S em linhagens celulares
derivadas de neoplasias malignas humanas (Pizer ef al., 1998; Kuhajda, 2000; Li
et al., 2001). Menendez et al. (2005a) relataram que a inibi¢do da FAS induz
completa perda de células nas fases G2 — M e concomitantemente aumento das
células no estagio G1.

Pizer et al. (1998) observaram que o tratamento com inibidores da FAS,
principalmente a cerulenina e C75, causaram reducao no tamanho de tumores em
modelos xenograficos, cujas células neoplasicas eram derivadas de cancer de
ovario e foram injetadas intraperitonialmente em camundongos nude. Os mesmos
pesquisadores Pizer et al. (2000), também relataram marcante redugao na sintese
de acidos graxos e no tamanho dos tumores apos tratamento com C75 de
camundongos que receberam implantes subcutdneos de células derivadas de
cancer de mama (MCF7).

O Orlistat (Xenical® - Roche), droga aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) para tratamento antiobesidade, €& derivado semi-sintético da
lipostatina e atua inibindo irreversivelmente as lipases gastricas e pancreaticas no
interior do trato gastrintestinal, diminuindo a absor¢ao de gorduras (Guerciolini et

al., 1997). Além disso, o Orlistat também demonstrou ter efeito inibitério sobre a
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FAS, pois atua no sitio catalitico tioesterase, o qual & responsavel pela liberagao
das moléculas de palmitato recém sintetizadas (Kridel ef al., 2004). A inibigdo de
FAS com Orlistat apresentou propriedades antitumorais e antiproliferativas em
modelo xenografico de cancer de prostata e em linhagens celulares derivadas de

cancer de prostata e mama (Knowles et al., 2004, Kridel et al., 2004).

ﬂ'c-|Hz MHT!

Figura 03: Estrutura do B-lactone tetrahidrolipostatina (Orlistat).
Fonte: Menendez et al (2005a).

Menendez et al. (2005b) avaliaram o efeito do Orlistat sobre linhagens
celulares derivadas de carcinoma de estdmago (NCI-N87) e de mama (SK-Br3).
Esses pesquisadores verificaram que o Orlistat, além da inibicdo da sintese de
acidos graxos, causou bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1, evitando a entrada
na fase S. Outros achados interessantes foram a inibigao da atividade do promotor
de ErbB-2, através da estimulagdo da proteina PEA-3, levando a redugéo de até
90% na expressdao da proteina ErbB-2; e o aumentou nos niveis de p27,
estimulando a apoptose celular.

Zhang et al. (2005) observaram rapido aumento nos niveis de malonil
coenzima A com a inibicdo da FAS, alterando o metabolismo mitocondrial e
ativando o processo de apoptose.

Carvalho (2007) estudou o efeito antitumoral do Orlistat em melanomas
induzidos por inje¢ao intraperitonial de células B15F10 (derivadas de melanoma
murino) em camundongos C57BL/6. O bloqueio da atividade da enzima FAS com
o Orlistat diminuiu significativamente as incidéncias de metastases espontaneas
(reducao de 50%) a partir da cavidade peritonial para os linfonodos mediastinais.
Além disso, a inibicdo da FAS pelo Orlistat promoveu bloqueio do ciclo celular nas

células B16F10 e aumentou o numero de células em apoptose. Outro achado
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importante foi o aumento quantitativo da proteina p27, ao mesmo tempo em que
houve redugdo nos niveis protéicos de Skp2, nas células B16F10 tratadas com
Orlistat.

No entanto, apesar de promissores, os estudos que visam a inibicao
farmacolégica de FAS, como alternativa para o tratamento de neoplasias
malignas, devem ser interpretados com cautela. Primeiramente o Orlistat
administrado via oral possui biodisponibilidade muito baixa, sendo necessario o
desenvolvimento de novas formulagées para o tratamento antitumoral (Menendez
et al. 2005b). Segundo, o bloqueio de FAS in vivo pode causar efeitos colaterais
como anorexia e perda de peso (Clegg et al., 2002), além de apresentar um alto
potencial teratogénico (Chirala et al., 2003). E finalmente, a cerulenina é capaz de
inibir o crescimento de fibroblastos humanos normais em culturas primarias,
sugerindo que a producdo endégena de acidos graxos ndo seja essencial somente

para as celulas malignas (Almeida et al., 2005).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo principal desta pesquisa foi comparar a expressdao das
proteinas FAS, ErbB-2, p27 e Skp2, juntamente com um marcador de proliferagdo
celular (Ki-67), durante o processo de carcinogénese bucal induzida quimicamente

em camundongos; bem como, verificar o efeito do Orlistat durante este processo.

3.2 Objetivo especifico

o Estudar a expressao de FAS, ErbB-2, p27, Skp2 e Ki-67 nos diversos graus de
displasias (displasia leve, moderada, severa / carcinoma in situ) em tecidos

obtidos de camundongos tratados com 4NQO;

e Averiguar a expressao de FAS, ErbB-2, p27, Skp2 e Ki-67 nos carcinomas
espinocelulares de boca dos camundongos que foram expostos ao 4NQO;

e Verificar o efeito do Orlistat no processo de carcinogénese bucal por meio da
expressao de FAS, ErbB-2, p27, Skp2 e Ki-67, nos camundongos tratados com
4NQO e injegao intraperitonial de Orlistat.

29



4 MATERIAL E METODOS

Este estudo faz parte da linha de pesquisa do programa de pés-
graduagdo em Estomatopatologia, denominada Carcinoma Espinocelular.

Este trabalho foi submetido a apreciacéo e aprovacéo da Comisséo de
Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas (n° 842-1, CEEA-IB-UNICAMP — Anexo 1).

4.1 Modelo Animal

O modelo animal utilizado neste estudo foi baseado no trabalho de Tang
et al. (2004), os quais compararam o efeito indutor de cancer bucal do 4NQO
quando administrado em agua, com o ja consagrado método de pincelagem do
agente cancerigeno sob o dorso de lingua dos animais.

Para tanto, foram solicitados junto ao CEMIB-UNICAMP, trinta e cinco
camundongos da linhagem C57BL/6, machos com 5 semanas de vida. Os animais
foram mantidos em gaiolas apropriadas, alimentados com ragdo comercial Labina
(Purina, Brasil) e providos de agua ad libitum. Os animais ficaram em sala
climatizada, com controle automatico de iluminagao, alternando periodos claros e
escuros a cada 12 horas.

Quando os animais atingiram 6 semanas de vida, a dgua foi acrescida
de propilenoglicol ou 4NQO (Sigma, E.U.A) e fornecida ad libitum aos animais
durante 16 semanas, conforme Tabela 01. Apdés a 16° semana 0s animais
receberam somente agua, sem o acréscimo de substancias quimicas.

As gaiolas eram limpas trés vezes por semana, enquanto a ragédo e a
agua acrescida de propilenoglicol ou 4NQO eram trocadas uma vez na semana,
sendo o consumo de agua anotado em ficha apropriada.

Os animais foram acompanhados durante 16, 18, 20 e 25 semanas,
conforme o grupo ao qual pertenciam. Semanalmente os animais eram pesados e
os dados obtidos anotados.
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Dos trinta e cinco camundongos solicitados, somente 33 participaram
efetivamente do estudo, pois 02 animais foram sacrificados para padronizagéo da
técnica de dissecacao e remogdo dos 6rgaos e tecidos de interesse para o estudo.

Tabela 01: Distribuicdo dos animais, metodologia utilizada e o tempo em que os animais

receberam tratamento antes de serem sacrificados.

GRUPO N° de Metodologia aplicada Tempo
animais

01 7 Agua acrescida de propilenoglicol 16 semanas
(Controle) Somente agua mais 09 semanas

02 5 Agua acrescida com 4NQO 16 semanas
(Experimental) Somente agua mais 09 semanas

Injecéo intraperitonial de Orlistat 15 dias

03 5 Agua acrescida com 4NQO 16 semanas
(Experimental) Somente agua mais 09 semanas

04 6 Agua acrescida com 4NQO 16 semanas
(Experimental) Somente agua mais 04 semanas

05 5 Agua acrescida com 4NQO 16 semanas
(Experimental) Somente agua mais 02 semanas

06 5 Agua acrescida com 4NQO 16 semanas

(Experimental)

4.2 Preparo da solugao de 1-6xido 4-Nitroquinolina (4NQO)

Inicialmente preparou-se a solugdo estoque de 4NQO, cuja
concentragao adotada foi de 5 mg/ml (250 mg de 1-6xido 4-nitroquinolina - Sigma,

E.U.A., misturado em 50 ml de propilenoglicol - Synth). O frasco contendo a

solugdo de estoque foi envolto em papel aluminio e acondicionado em geladeira a

4°C, para evitar degradagdo do agente carcinogénico.

Nos dias em que ocorria a troca da 4gua das gaiolas, a solucdo de estoque

era retirada da geladeira e dissolvida em agua no volume necesséario para a

concentracao de 100 pg/ml. Esta nova solugdo era colocada nas mamadeiras das
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gaiolas e fornecida ad libitum aos animais dos grupos 02, 03, 04, 05 e 06. O
processo foi realizado durante 16 semanas para os animais dos grupos acima
citados.

Ja os animais do grupo 01 receberam agua acrescida somente de
propilenoglicol no mesmo volume de solugdo estoque utilizado durante o preparo
da agua dos grupos acima descritos, durante 16 semanas.

4.3 Preparo da solugao de Orlistat e tratamento dos animais

Para a aplicagdo nos camundongos, o composto ativo Orlistat (Xenical®,
Roche, Suicga) foi extraido de acordo com Knowles et al. (2004), dissolvendo-se o
conteudo de duas capsulas em 2 ml de etanol a 33% em PBS (660 ul de etanol
absoluto e 1340 pul de solugao salina tamponada com fosfato - PBS). A solugao foi
mantida sob agitagéo durante 30 minutos em temperatura ambiente, em seguida,
centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e estocado
a -80°C até o momento do uso. Desse modo, conseguiu-se solugdo com 240 mg
do principio ativo Orlistat.

Nos udltimos 15 dias (232 e 242 semanas) os animais do grupo 2 foram
tratados diariamente com solugdo de Orlistat, em dosagem de 240 mg/kg, via
intraperitonial. A quantidade de solugdo aplicada foi determinada individualmente,
de acordo com o peso dos animais.

4.4 Obtencao das amostras

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 foram sacrificados por deslocamento
cervical quando atingiram a 25% semana de tratamento. Imediatamente foi
realizada a dissecacao dos animais, sendo a lingua, o palato, es6fago, estdmago,
figado, bago e rins removidos e fixados em formol neutro a 10% por 24 a 72 horas.
O mesmo procedimento foi repetido para os grupos 4, 5 e 6 na 203, 182 e 162
semanas de tratamento, respectivamente.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
33 Cenar LATTES

‘)esENvoL\szﬁ.‘.wo ng COLECAD




Os tecidos foram processados e incluidos em parafina no Laboratério de
Histopatologia da Area de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba / Unicamp (FOP/Unicamp). Porém somente a lingua dos animais foi
utilizada neste estudo, os demais tecidos ficaram armazenados em caixas

especificas para futuras pesquisas.

Cortes histolégicos com 5 ym de espessura da lingua e do esdéfago
foram obtidos e corados com Hematoxilina e Eosina, conforme protocolo adotado
no Laboratério de Histopatologia da FOP/Unicamp (Anexo 2).

4.5 Analise histolégica

A analise dos cortes histologicos corados em Hematoxilina e Eosina
(HE) foi realizada em microscopia de luz nos laboratérios da area de Patologia da
FOP/Unicamp, por meio de microscopio binocular (Nikon YS 100, Japao)
adaptado com ocular WSCF 10X/18 e objetivas NIKON 4X/0,10, 10X/0,25,
40X/0,65 e 100X/1,25. Previamente a leitura, as laminas tiveram as identificagdes
cobertas, para a realizacdo de estudo duplo-cego, evitando desta maneira
qualquer indugao de resultado durante a leitura.

As laminas de es6fago somente foram avaliadas para a presenga ou
nao de carcinoma espinocelular invasivo ou in situ, sendo os resultados anotados
em ficha apropriada.

Ja nas laminas de lingua, avaliou-se a presenga ou ndo de carcinoma
espinocelular e as alteragbes epiteliais, que foram classificadas em displasias
leves, displasias moderadas, displasias severas / carcinomas in situ. Os critérios
utilizados para a classificacdo das displasias estdo de acordo com o preconizado
pela Organizacao Mundial da Saude (Gale et al., 2005), sendo os seguintes:

e Alteragbes na arquitetura do tecido: estratificacdo epitelial irregular, perda da
polaridade das células da camada basal, aumento no nimero de figuras
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mitéticas, mitoses superficiais anormais, disqueratose (queratinizagao
prematura), pérolas de queratina dentro das projecdes epiteliais.

o Alteragbes citologicas: anormalidades no tamanho nuclear (anisonucleose),
pleomorfismo nuclear, variagdo no tamanho das ceélulas (anisocitose),
pleomorfismo celular, aumento na relagéo nucleo/citoplasma, figuras mitéticas
atipicas, aumento no nimero e tamanho dos nucléolos e hipercromatismo
nuclear.

Quando as atipias estavam restritas ao tergo inferior do tecido epitelial,
considerou-se area com displasia leve. Areas de displasia moderada foram
consideradas quando as atipias ocupavam até a metade inferior do tecido epitelial.
Foram classificadas como displasia severa / carcinoma in situ areas nas quais as
atipias eram marcantes e ocupavam mais que dois tercos da espessura epitelial e
eram acompanhadas de alteragdes na arquitetura do tecido epitelial.

Optou-se nesse estudo, por ndo diferenciar displasias severas de
carcinomas in situ devido a grande subjetividade desta distingao. Quando havia
dividas quanto a presen¢a ou ndo de invasao tumoral no tecido conjuntivo, os
cortes eram aprofundados e novas laminas confeccionadas.

Nas laminas que apresentavam carcinomas invasivos, a area tumoral foi
determinada. Para tanto, a imagem do tumor na Iamina foi capturada em uma
ampliagdo de 100 vezes, por camera de video (Sony CCD iris/RGB, EUA)
acoplada ao microscopio de luz (Zeiss, Alemanha) e a area determinada pelo
programa Kontron System 400 (Kontron System 400 versdo 2.0, Carl Zeiss,
Alemanha). Os dados obtidos foram registrados em fichas individuais.

Todas as laminas foram analisadas pelo autor da pesquisa, que passou
por treinamento prévio quanto ao reconhecimento da presenga ou auséncia das
alteracdes celulares, além de contar com a supervisdo de um patologista mais

experiente (JJJ).
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4.6 Imunohistoquimica

Para reagdes de imunohistoquimica foram realizados cortes com 3 pym
de espessura dos blocos de parafina contendo a lingua. Os cortes foram fixados
em laminas silanizadas (3-aminopropyl-triethoxysilane, Sigma Aldrich, EUA) e
colocados em estufa a 56°C por 24 horas. Na sequéncia, os cortes foram
diafanizados em xilol, com duas trocas de 10 minutos em temperatura ambiente e
hidratados em concentragdes decrescentes de etanol (absoluto, 90%, 70%, 50%)
seguindo-se banho em agua. Apdés a hidratagdo dos cortes foi entdo realizada a
recuperagao antigénica, especifica para cada anticorpo utilizado. A relagcdo de
anticorpos e os detalhes técnicos utilizados encontram-se sumarizados na Tabela
2.

Tabela 02: Relacdo dos anticorpos utilizados, indicando o clone, marca, a concentragao
e 0 método de recuperagdo antigénica.

Anticorpo Clone/ Marca Concentragio Recuperacgdo antigénica
N° Catalogo
Ki-67 MIB-5/ M7248 Dako 125 Tampdo de Citrato de Sédio
{monoclonal) {pH 6,03

Banho Maria (95°C) — 30 min.

FAS 237610962 Transduction 1:100 Tampdo Tris/lEDTA
{monoclonal) Labaoratories (pH 9.0)
Microondas — 24 min.
ErbB-2 -/ A0485 Dako 1:100 Tamp3o de Acido Citrico
(policlonal) (pH 6.,0)
Microondas — 24 min.
P27 SX53G8/ Dako 1:50 Tampao Tris/EDTA
M7203 (pH 9,0)
(monoclonal) Microondas — 24 min.
Skp-2 CA92008 Zymed 1:25 Tampao Tris’/EDTA
! 32-3400 (pH 9,0)
(monaoclonal) Banho Maria (95°C)- 30min
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Foi realizada recuperagcdo antigénica em microondas (Panasonic,
Brasil), por 24 minutos em poténcia maxima para 0s anticorpos primarios anti-
FAS, anti- ErbB2 e anti-p27. A solugdo de recuperagdo antigénica usada para os
anticorpos anti-FAS e anti-p27 foi o tamp&o Tris/EDTA com pH 9,0. Ja a solucao
utilizada na recuperacao antigénica para ErbB-2 foi o tamp&o citrato, a base de
acido citrico, 10 mM e pH 6,0.

A recuperacdo antigénica em banho-maria a 95° ou 96°C durante 30
minutos foi utilizada para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-Skp2, sendo as solugdes
de recuperacao, respectivamente, tampéao de citrato de sédio 10 MM com pH 6,0 e
tampéao Tris/EDTA pH 9,0.

Apds a recuperacao antigénica, as amostras foram deixadas em
temperatura ambiente por 20 minutos para resfriamento.

Na sequéncia os cortes foram lavados em agua corrente por 5 minutos e
incubados com solugé&o aquosa de peroxido de hidrogénio 20 volumes (Dinamica,
Brasil) em 6 trocas de 5 minutos cada, para blogueio da peroxidase endogena.
Nova lavagem em agua corrente foi realizada, durante 5 minutos e, em seguida,
os cortes foram lavados por trés vezes de 2 minutos cada com solucédo fosfatada
tamponada (PBS). Os cortes foram ent&o incubados com 0s anticorpos primarios,
previamente diluidos em PBS, por no minimo 16 horas (overnight) a 4°C em
camara umida. As diluicdes utilizadas para cada anticorpo foram: 1:25 (anti-Ki-67
e anti Skp2), 1:50 (anti-p27) e 1:100 (anti-FAS e anti-ErbB-2).

Ap6s o tempo de incubacdoc com os anticorpos primarios, os cortes
foram lavados com PBS (3 trocas de 1 minuto) e incubados com Complexo Strept
ABC/HRP Duet, Mouse/Rabbit (DAKO, Dinamarca). A primeira incubacédo foi
realizada por 30 minutos a 37°C em camara umida para o anticorpo secundario
biotinilado, nas diluicbes de 1:200 (para anti-Ki-67, anti-FAS e anti-ErbB-2), 1:350
(anti-p27) e 1:500 (anti-Skp2). A segunda incubac¢éo foi realizada por mais 30
minutos a 37°C em cémara umida com o complexo Streptavidina—Biotina ou
Streptavidina HRP. Todos os cortes foram, entdo, corados com solugdo de 3,3’
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, EUA), por 5 minutos a
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37°C. Para o preparo dessa solugdo foram usados 100 ml de PBS, 60 mg de DAB,
1 ml de peréxido de hidrogénio (Dindmica, Brasil) e 1 ml de dimetil sulfoxido
(DMSO, Sigma Aldrich, EUA). Em seguida, os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Carazzi, diafanizados em xilol e montados com balsamo do
Canada.

Como controle negativo das reagdes, laminas com cortes foram
submetidas a todas as etapas da reac&o imunohistoquimica, exceto a incubagéo

com o anticorpo primario.

4.7 Analise das Reagdes Imunohistoquimicas

A analise das reagdes imunohistoquimicas foi realizada nos laboratérios
da area de patologia da FOP/Unicamp, em microscopia de luz, utilizando-se
microscopio binocular (Nikon YS 100, Japao) adaptado com ocular WSCF 10X/18
e objetivas NIKON 4X/0,10, 10X/0,25, 40X/0,65 e 100X/1,25. Todas as laminas
tiveram as identificagbes cobertas, para a realizagdo de estudo cego, evitando
desta maneira qualquer inducdo de resultado. A leitura foi realizada pelo autor da
pesquisa, apos prévio treinamento e sempre sob supervisdo de um patologista
mais experiente (JJJ).

Para os anticorpos que apresentaram marcagéo nuclear (Ki-67 e p27)
fol realizada contagem de células imunomarcadas. Para tanto, foram selecionados
dois campos aleatorios dentro da area estudada, capturou-se a imagem em
ampliag&o de 400 vezes por meio de cAmera de video (Sony CCD iris/RGB, EUA)
acoplada ao microscopio (Zeiss, Alemanha). A contagem das células positivas e
negativas foi realizada com o auxilio do sistema Kontron 400 (Kontron System 400
versdo 2.0, Carl Zeiss, Alemanha). A média aritmética das células positivas e

negativas foi determinada e os dados anotados em fichas apropriadas.




Os anticorpos que tiveram marcagéo citoplasmatica (FAS, ErbB-2 e
Skp2-B) a andlise foi feita de modo semiquantitativo, em ampliagdo de 100X,
utilizando-se a seguinte escala:
¢ (0) guando ndo houve imunomarcagao,
« (1) quando a quantidade de células que reagiram foi menor ou igual a 10%;
* (2) quando a quantidade de células marcadas variou entre 11% e 50% e
* (3) quando o nimero de células positivas era maior que 50%.

A intensidade de coloragéo também foi avaliada, de acordo com a seguinte

escala:
* (1) para marcagao de baixa intensidade,
* (2)quando a intensidade de coloragé@o era moderada e
¢ (3) para marcagdes intensas.

A regido analisada para todas as reagbes imunohistoquimicas era
sempre a mesma, sendo previamente determinada nas laminas coradas com HE e
correspondendo as areas que apresentavam alteragoes no epitélio (displasia leve,
displasia moderada, displasia severa / carcinoma in situ, carcinoma invasivo).

4.8 Analise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados no programa Microsoft Excel
(Microsoft Office XP" Shortcurt Bar 2002). Os testes estatisticos foram realizados
através do programa Bioestat 4,0 (Brasil, 2005). A significAncia estatistica foi
verificada através de teste de anadlise de varidncia nédo paramétricos(Teste de
Kruskal-Wallis e Teste de Mann-Whitney). Adotou-se o nivel de significancia de
5% (p=0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 MODELO ANIMAL.:

A média semanal do consumo de agua por animal foi 40,5 ml, sendo
que a taxa média variou de 30,6 ml a 58,6 ml. O maior consumo médio foi
verificado entre os camundongos do grupo 01. A Figura 04 mostra o consumo
medio de agua em cada grupo de animais durante as semanas em que O
experimento foi realizado.
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Figura 04: O grafico exibe a média semanal de consumo de agua dos camundongos,
acrescida ou ndo de 4NQO, durante a realizagéo do experimento.

A média geral do peso dos camundongos foi de: 31,3 gramas para o
Grupo 01; 26,2 gramas para o Grupo 02; 26,5 gramas para o Grupo 03; 23,1
gramas para o Grupo 04; 25,0 gramas para o Grupo 05 e 24,3 gramas para o
Grupo 06.

Até 92 semana os camundongos apresentavam medias de pesos
similares, com pouca variacdo entre os grupos. No entanto, a partir da décima
semana de experimento os camundongos pertencentes ao grupo 01 exibiram um
ganho de peso maior que os animais dos outros grupos, como demonstrado na
Figura 05.
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Figura 05: O grafico exibe a média semanal do peso dos camundongos durante a
realizacdo do experimento.

No dia do sacrificio os camundongos pesavam em média: 35,9 gramas
no grupo 01; 23,6 gramas no grupo 02; 21,8 gramas no grupo 03; 23,3 gramas no
grupo 04; 26,2 gramas no grupo 05; 25,7 gramas no grupo 06 (Figura 06).
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Figura 06: Média aritmética, amplitude da amostra e
desvio padréo do peso dos camundongos no dia em que
foram sacrificados.
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A andlise estatistica mostrou diferenca significante entre os grupos
(Kruskal Wallis, p=0,0010), sendo a diferenga entre o grupo 01 em relagdo aos
grupos 02 (Student-Newman-Keuls, p=0,0015), 03 (Student-Newman-Keuls,
p=0,0002), 04 (Student-Newman-Keuls, p=0,0003) e 06 (Student-Newman-Keuls,
p=0,0163). Os demais grupos nao apresentaram diferengas estatisticamente
significantes com relagao ao peso no momento do sacrificio.

Os camundongos que desenvolveram carcinoma espinocelular
apresentaram diminui¢gdo de peso bastante acentuada, chegando alguns animais
a pesar 15,65 gramas no dia do sacrificio, como observado na figura 07.

Figura 07: O camundongo da imagem A, foi acompanhado por 25 semanas e recebeu nas
16 primeiras semanas somente agua misturada com propilenoglicol. A imagem C
corresponde ao mesmo animal durante o processo de dissecagédo. Ja o camundongo da
imagem B foi tratado por 16 semanas com 4NQO e acompanhado por mais 9 semanas,
totalizando 25 semanas. No momento da dissecagdo (imagem D) observa-se acentuada
perda na massa corporal

Nao houve diferenga significante (Student-Newman-Keuls, p=0,6471) de
peso entre os camundongos que foram tratados com inje¢ao intraperitonial de
Orlistat (grupo 02) e os camundongos que nao receberam este tratamento (grupo
03).

Os camundongos do grupo 01 (controle) ndo apresentaram nenhuma
lesdo histologicamente evidenciavél na lingua, como ja era esperado. Dos 26
camundongos tratados com 4NQO, 15 (57,7%) desenvolveram carcinoma
espinocelular em lingua. Todos os camundongos dos grupos 2 e 3 apresentaram
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carcinomas invasivos na lingua (Figura 08). Isso néo foi observado nos grupos 4,
5 e 6 (Figura 08), sendo a prevaléncia de tumores na lingua diretamente
proporcional ao tempo de vida dos camundongos. Os grupos 5 e 6 tiveram

somente um camundongo (20%) com carcinoma em lingua.
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Figura 08: Prevaléncia de carcinomas espinocelulares invasivos em
lingua de camundongos expostos ao 4NQO durante 16 semanas.

Ao todo foram identificados 24 carcinomas espinocelulares invasivos em
lingua de camundongos (Tabela 03). Na maioria das vezes havia mais de uma
lesdo, sendo estas independentes, tanto clinicamente como histologicamente
(Figuras 09 e 10).

TABELA 03: Numero de tumores identificados nos animais de
cada grupo experimental.

Grupo Carcinomas espinocelulares em lingua
(n°de animais)
Grupo 1 (7) Nenhuma alteracdo identificada
Grupo 2 (5) 8 carcinomas invasivos
Grupo 3 (5) 10 carcinomas invasivos
Grupo 4 (6) 4 carcinomas invasivos
Grupo 5 (5) 1 carcinoma invasivo
Grupo 6 (5) 1 carcinoma invasivo
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Figura 09: Em (A) lingua com aspecto de normalidade (camundongo do grupo
01). Em (B) e (C) observa-se irregularidades na superficie dorsal da lingual, bem
como areas esbranquigadas. As imagens (D), (E) e (F) exibem diferentes lesbes
exofiticas, em alguns casos, mais de uma lesdo estava presente na lingua.
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Figura 10: Em (A) lingua normal exibindo as papilas
filiformes. A imagem (B) mostra uma lingua com trés
lesGes distintas histologicamente.

Dos 24 carcinomas invasivos presentes na lingua 41,67% (dez lesdes)
estavam localizadas no dorso da lingua, 37,5% (nove lesées) estavam localizados
no apice e 20,83% (cinco lesées) encontravam-se no ventre lingual. Os tumores
variaram desde minimamente invasivos até tumores com grandes areas de
invasao e destruicao tecidual, como mostrado na figura 11.

Figura 11: Diferencas no grau de invasdo dos carcinomas
espinocelulares presentes na lingua de camundongos expostos ac
4NQO (HE, 25X).
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A sobrevida dos camundongos foi de 97, 3%. Somente 01 camundongo
morreu no transcorrer do experimento, o qual pertencia ao grupo 02. Foi realizada
autopsia deste camundongo, sendo a lingua removida e analisada.

5.2 ANALISE DOS MARCADORES IMUNOHISTOQUIMICOS:

Para a analise dos marcadores imunohistoquimicos no processo de
carcinogénese foram utilizados 16 areas de displasia leve (Figura 12-B), 12 areas
de displasia moderada (Figura 12-C) e 10 areas de displasia severa/carcinoma in
sifu (Figura 12-D), entre os animais dos grupos 4, 5 e 6, conforme tabela 04. Os
carcinomas espinocelulares que estavam presentes nos camundongos destes
grupos foram desconsiderados neste estudo. Dez lesbes de carcinomas
espinocelulares de camundongos do grupo 3, também foram utilizadas para
analise imunohistoguimica. Como controle foi utilizado epitélio normal dos animais
do grupo 1 (Figura 12-A).

TABELA 04: Numero de displasias e de carcinomas identificados para analise, em
cada grupo experimental.

Grupo Displasia leve  Displasia moderada Displasia severa/ Carcinoma
carcinoma in situ espinocelular
Grupo 3 - ’ ; 10
Grupo 4 2 3 5
Grupo § 6 5 4 .
Grupo 6 8 4 1
TOTAL 16 12 10 10

O numero de amostras positivas para os diferentes marcadores
imunohistoquimicos esta sumarizado na tabela 05. Nota-se diferencas entre o
epitélio normal, com displasia leve, moderada, severalcarcinoma in situ e
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carcinoma espinocelular com relagédo a expressao das proteinas Ki-67, ErbB-2,
FAS, p27 e Skp2-B.
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Figura 12: Aspecto histolégico do epitélio localizado no dorso da lingua de
camundongos que foram ou ndoc expostos ao 4NQO. Em (A) epitélio exibindo
caracteristicas de normalidade (grupo controle). Em (B) o epitélio exibe displasia leve,
estando as alteragbes restritas a camada basal. A imagem (C) representa uma
displasia moderada, associada a hiperplasia epitelial e em (D) o epitélio exibe displasia
severa/carcinoma in situ, pois mais da metade da espessura do epitélio mostra-se
alterada. (HE, 200X).

TABELA 05: Percentagem de casos positivos para cada marcador utilizado na

pesquisa.

Epitélio KI-67 ErbB-2 FAS p27 Skp2-B
Normal 71,4% 14,3% 0.0% 100% 57,1%
Displasia leve 100% 87,5% 25,0% 100% 93.8%
Displasia moderada 100% 91,7% 33,3% 100% 100%
Displasia severa / 100% 90% 70,0% 100% 100%
carcinoma in situ
Carcinoma invasivo 90% 100% 60% 100% 100%
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A proteina ErbB-2 teve sua expressao aumentada durante o processo
de carcinogénese. O padrdo de marcagcdo da proteina Skp2-B foi bastante
semelhante ao apresentado pela proteina ErbB-2, estando aumentado desde as
alteracdes iniciais no epitélio. A enzima FAS também sofreu elevagdo em sua
expressdo durante as etapas da carcinogénese, sendo que 60% dos tumores
apresentavam-se positivos para esta enzima. A expressao da proteina p27 foi
constatada em epitélio normal, nas areas displasicas e no carcinoma espinocelular
invasivo. No entanto, variacdo quantitativa foi observada no padréo de

imunomarcagao desta proteina.

5.2.1 Ki-67

O anticorpo anti-Ki-67 apresentou marcagao exclusivamente nuclear
(Figura 13). Na analise quantitativa observou-se aumento na proliferagdo celular
nas areas com displasias, como demonstrado na tabela 06.

TABELA 06: Quantidade média de células positivas e negativas, por campo
analisado, para o anticorpo Ki-67 no epitélio normal, displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia f)lsplasia severa Carcinoma

Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
Média de células 4,31 53,81 51,25 63,7 586
positivas
Meédia total de 2217 1916 2239 2376 2598
células contadas
% de células 431% 26,57% 22 85% 26,12% 23.28%
positivas

O epitélio normal apresentou taxa de proliferagao de 4,31%, enquanto
as areas displasicas exibiram taxas de 26,57% para as displasias leves, 22 85%
para as displasias moderadas e 26,12% para as displasias severas/carcinomas in
situ (Teste Kruskal-Wallis, p=0,0096), diferenga estatisticamente significante. Nas
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4reas tumorais o indice de imunomarcacéo positiva para Ki-67 foi de 23,28%, o
que diferiu de modo significante em relagéo a imunomarcagao ocorrida no epitélio
normal (Teste Mann-Whitney, p=0,0168). Nao houve diferenca estatisticamente
significante na analise quantitativa entre os diversos graus de displasias e o
carcinoma invasivo (Anexo 03).

Nas areas de carcinoma o padrdo de marcacao anti-Ki-67 foi bastante
variavel, pois trés casos tiveram baixa quantidade de células positivas (menos de
10%), e um caso ndo apresentou imunomarcagdo anti-Ki-67, enquanto duas
amostras exibiram positividade celular superior a 45%.

Intensidade de marcacdo fraca, para o anticorpo anti-Ki-67, foi
predominante em amostras de epitélio normal (4 casos, representando 80% dos
casos positivos) e carcinoma espinocelular (6 casos, representando 66,7% dos
casos positivos). Ja nas areas de displasia a variagdo na intensidade de
imunomarcagéo foi bem evidente, como demonstrado na tabela 07. Nas areas de
displasia leve predominou a intensidade de imunomarcacao moderada (10 casos,
representando 62,5% dos casos positivos). As areas de displasias moderadas
apresentaram distribuicdo equivalente entre marcacdo fraca, média e intensa,
enquanto que as areas com displasia severa/carcinoma in situ foi mais frequente a

intensidade de marcagéo entre fraca e moderada.

TABELA 07: Intensidade de imunomarcagdo nos casos que apresentaram
positividade para o anticorpo anti-Ki-67 (numero de casos) no epitélioc normal,
displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
e 80,0% (4) 12,5% (2) 33.3% (4) 40,0% (4) 66,7% (6)
* 20,0% (1) 62,5% (10) 33,3% (4) 40,0% (4) 33,3% (3)
3* 0,0% (0) 25,0% (4) 33.4% (4) 20,0% (2) 0,0 %(0)
Total 100% (5) 100% (18) 100% (12) 100% (10) 100% (09)

NOTA: * Escores atribuidos: (1) quando a intensidade de marcacdo era fraca, (2) marcacgao de intensidade
moderada e (3) marcacao intensa.
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Houve diferenca estatisticamente significante, na intensidade de
imunomarcagéo para Ki-67, entre epitélio normal e areas com displasia leve (Teste
Mann-Whitney, p=0,0026), displasia moderada (Teste Mann-Whitney, p=0,0180) e
displasia severa/carcinoma in situ (Teste Mann-Whitney, p=0,0404), as quais
exibiram intensidade de marcagao variando entre moderada a intensa. No entanto,
nenhuma diferenga estatisticamente significante foi encontrada entre o epitélio
normal e a area tumoral (Teste Mann-Whitney, p=0,3539), pois em ambos tecidos
predominou a imunomarcagéao de intensidade leve para Ki-67.

Ao comparar a intensidade de marcacgao das areas com displasia leve e
moderada em relagdo a area tumoral, encontrou-se diferenca estatisticamente
significante (Teste Mann-Whitney, p=0,0052 e p=0,0479, respectivamente), uma
vez que as areas displasicas exibiram intensidade maior de imunomargéo para Ki-
67 do que areas de carcinoma espinocelular.

5.2.2 ErbB-2

A proteina ErbB-2 apresentou marcacgéo tanto citoplasmatica como em
membrana celular (Figura 14). Nas margens do tumor predominou a
imunomarcacao em membrana celular, ao passo que a marcagéo citoplasmatica
foi mais evidente nas areas centrais do processo neoplasico.

A analise semiquantitativa revelou aumento na expressao de ErbB-2
durante o processo de carcinogénese, como demonstrado na tabela 08.

51



TABELA 08: Distribuicdo dos casos de acordo com o numero de células positivas

para ErbB-2 (numero de casos) no epitélio normal, displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
0* 85,7% (6) 12,5% (2) 8,3% (1) 10,0% (1) 0,0% (0)
1* 14,3% (1) 12,5% (2) 8,3% (1) 0,0% (0) 0,0% (0)
2+ 0,0% (0) 25,0% (4) 16,7% (2) 40,0% (4) 40,0% (4)
g 0,0% (0) 50,0% (8) 66,7% (8) 50,0% (5) 60,0 %(6)
Total 100% (7) 100% (16) 100% (12) 100% (10) 100% (10)

NOTA: * Escores atribuidos: (0) quando ndo houve marcacao, (1) quando menos de 10% das células foram
positivas, (2) quando o ndmero de células positivas variou entre 10% e 50% e (3) quando mais de 50% das
células apresentaram-se positivas.

Somente um caso de epitélio normal teve imunomarcacdo, porém
inferior a 10% de células positivas. Por outro lado, areas displasicas e tumorais
exibiram indice de imunomarcacdo superior a 10%, na maioria dos casos,
representando diferenca estatisticamente significante (Teste de Kruskal-Wallis,
p=0,0014) quando comparado ao epitélio normal (Anexo 03). Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os diversos graus de displasias e o carcinoma
invasivo (Teste de Kruskal-Wallis, p=0,7438 - Anexo 03). Logo, o aumento na
expressao do receptor ErbB-2 foi evidenciado nas fases iniciais da carcinogénese
e manteve-se elevado durante todo o processo de formag&o neopléasica e no
carcinoma espinocelular.

A imunomarcacao de intensidade fraca foi predominante nas areas com
displasia leve, ao contrério das areas com displasia moderada, severa e
carcinoma invasivo, onde predominou a imunomarcacao de intensidade moderada
(Tabela 09). No entanto, n&o se evidenciou diferencga estatisticamente significante

entre os grupos (Teste de Kruskal-Wallis, p=0,4633 — Anexo 03).
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TABELA 09: Intensidade de imunomarcacdo nos casos que apresentaram
positividade para o anticorpo anti-ErbB-2 (nimero de casos) no epitélio normal,
displasico e no carcinoma espinoceluiar.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa _ Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
* 100,0% (1) 57,1% (8) 27,3% (3) 33,3% (3) 30,0% (3)
2 0,0% (0) 35,7% (5) 72,7% (8) 44,5% (4) 60,0% (6)
3 0,0% (0) 7,2% (1) 0,0% (0) 22,2% (2) 10,0 %(1)
Total  100% (1) 100% (14) 100% (11) 100% (9) 100% (10)

NOTA: * Escores atnbuldos. (1) quando a intensidade de marcagéo foi fraca, (2) marcacao de intensidade
moederada e (3) marcacao intensa

5.2.3 FAS

A enzima FAS apresentou marcagao exclusivamente citoplasmatica nas
amostras analisadas (Figura 15). Pela anadlise semiquantitativa verificou-se
aumento progressivo no numero de células positivas para FAS durante as varias
etapas do processo de carcinogénese, como demonstrado na tabela 10.

TABELA 10: Distribuigéo dos casos de acordo com o numero de células positivas
para FAS (numero de casos) no epitélio normal, displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
0" 100,0% (7) 75,0% (12) 66.7% (8) 30,0% (3) 40,0% (4)
: by 0,0% (0) 12,6% (2) 8.3% (1) 50,0% (5) 30,0% (3)
2 0.0% (0) 6,2% (1) 25,0% (3) 10,0% (1) 10,0% (1)
J3* 0.0% (0) 6.2% (1) 0,0% (0) 10,0% (1) 20,0 %(2)
Total 100% (7) 100% (16) 100% (12) 100% (10) 100% (10)

NOTA: * Escores atnbuidos: (0) quando ndo houve marcagdo, (1) quando menos de 10% das células foram
positivas, (2) quando o ndmero de células positivas variou entre 10% e 50% e (3) quando mais de 50% das
células apresentaram-se positivas



O epitélio normal apresentou 100% de suas amostras negativas para a
enzima FAS, no entanto, 70% das amostras de displasia severa/carcinoma in situ
e 60% dos tumores exibiram positividade para FAS, isso representou diferenca
estatisticamente significante (Teste Mann-Whitney p=0,0168 e p=0,0404,
respectivamente). No entanto, ndo se evidenciou diferenca estatisticamente
significante ao comparar o epitélio normal com as areas de displasia leve e
moderada, visto que o numero de casos positivos nestas amostras néo foi
expressivo (25% e 33,3%, respectivamente). Também n&o se observou diferenca
estatisticamente significante ao comparar os diversos graus de displasias com a
area tumoral (Teste de Kruskal-Wallis p=0,2443 - Anexo 03).

A imunomarcacdo de intensidade fraca, para a enzima FAS, foi
predominante nas amostras de displasia leve (75% dos casos), displasia
moderada (75% dos casos), displasia several/carcinoma in situ (85,7% dos casos)
e no carcinoma espinocelular (100% dos casos), conforme demonstrado na tabela
11. Nenhuma das amostras analisadas exibiu imunomarcagéo intensa para FAS,
logo ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as amostras
analisadas, com relacdo a intensidade de imunomarcacado (Teste de Kruskal-
Wallis p=0,3684 - Anexo 03).

TABELA 11: Intensidade de imunomarcagdo nos casos que apresentaram
positividade para o anticorpo anti-FAS (numero de casos) no epitélio normal,

displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
1* 0,0% (0) 75,0% (3) 75,0% (3) 85,7% (6) 100,0% (6)
2* 0,0% (0) 25.0% (1) 25.0% (1) 14,4% (1) 0,0% (0)
3 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0 %(0)
Total 0% (0) 100% (4) 100% (4) 100% (7) 100% (6)

NOTA: * Escores atribuidos: (1) quando a intensidade de marcac&o foi fraca, (2) marcacédo de intensidade
moderada e (3) marcagéo intensa.



5.2.4 p27

Imunomarcagéo nuclear foi obtida quando se usou o anticorpo anti-p27,
nas amostras estudadas (Figura 16). Tanto o epitélio normal, como os epitélios
displasico e neoplasico exibiram imunomarcacdo para a proteina p27, porém
houve variagdo quantitativa entre as amostras, conforme demonstrado na tabela
12. Nas amostras de epitélio normal predominou indice baixo de imunomarcacéo
(11,33%) para p27, por outro lado, areas de displasia severa/carcinoma in situ e
tumoral apresentaram alta percentagem de células positivas (mais de 50%), o que
gerou diferencga estatisticamente significante (Teste Mann-Whitney, p=0,0006 —
Anexo 03).

As amostras de displasia epitelial leve também diferiram de modo
estatisticamente significante gquando comparadas as amostras de displasia
severa/carcinoma in situ (Teste Mann-Whitney, p=0,0001) e carcinoma
espinocelular (Teste Mann-Whitney, p=0,0001), isto porque, nas areas de displasia
leve o indice de positividade celular foi de 28,82%. Também, pode-se constatar
diferenca estatisticamente significante entre o epitélio com displasia moderada e
as areas de displasia several/carcinoma in situ (Teste Mann-Whitney, p=0,0056) e
tumorais (Teste Mann-Whitney, p = 0,0046). Portanto o epitélio com displasia
severa e as areas de carcinoma espinocelular apresentam maior quantidade de
células positivas a proteina p27, do que o epitélio com displasia leve e moderada.

TABELA 12: Quantidade média de células positivas, por campo analisado, para o

anticorpo anti-p27 no epitelio normal, displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia  Displasia  Displasia severa Carcinoma

Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
Média de células 28,71 45 56 66,67 1253 126,3
positivas
Média total de 2537 167.0 1999 224 4 2453
células contadas
% de células 11,33% 28,82% 36,09% 57.5% 53,55%
positivas
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A imunomarcacéo de intensidade fraca para proteina p27 predominou
no epitélio normal, conforme demonstrado na tabela 13. Ja as areas displasicas e
tumorais revelaram marcacdo, predominantemente, de intensidade moderada,
porém isto ndo representou diferenca estatisticamente significante (Teste de
Kruskal-Wallis, p=0,1362 - Anexo 03).

TABELA 13: Intensidade de imunomarcagdo nos casos que apresentaram
positividade para o anticorpo anti-p27 (numero de casos positivos) no epitélio

normal, displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
1* 57,1% (4) 37,5% (B) 33,3% (4) 20,0% (2) 10,0% (1)
2" 42.9% (3) 62,5% (10) 58,3% (7) 70,0% (7) 70,0% (7)
3* 0,0% (0) 0,0% (0) 8,4% (1) 10,0% (1) 20,0 %(2)
Total 100% (7) 100% (16) 100% (12) 100% (10) 100% (10)

NOTA: * Escores atribuidos: (1) quando a intensidade de marcagéao foi fraca, (2) marcagdo de intensidade moderada e (3)
marcacao intensa.

5.2.5 Skp-2

A proteina Skp-2 apresentou marcagdo exclusivamente citoplasmatica
(Figura 17). A literatura ja relata esta forma variante da Skp-2 nuclear e denomina-
a de Spk2-B ou Skp2-CVT.

O epitélio normal apresentou baixo indice de imunomarcacdo para
Skp2-B (Tabela 14), ao passo que os tecidos que exibiam displasia leve,
moderada, severa e carcinoma espinocelular mais de 50% de suas células tiveram
imunomarcacao, predominantemente (Kruskal-Wallis, p < 0,0001). Logo,
alteracdes quantitativas de Skp2-B podem ser evidenciadas ja nas fases iniciais

do processo de carcinogénese.

56



Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi encontrada ao
comparar areas displasicas com areas tumorais (Kruskal-Wallis, p=0,5154), isto
indicou que os niveis de Skp2-B permaneceram altos em todo o processo de
carcinogénese e no proprio carcinoma espinocelular.

De modo geral, observou-se uma diminuicdo na intensidade de
imunomarcagao com a progressdo da carcinogénese bucal, como visto na tabela
15. Contudo, somente a marcacdo de intensidade moderada a intensa para
proteina Skp2-B constatada no epitélio normal, diferiu de modo estatisticamente
significante da marcagdo moderada a fraca apresentada pelas amostras de
displasia epitelial leve (Teste Mann-Whitney, p = 0,0455) e displasia
several/carcinoma in situ (Teste Mann-Whitney, p = 0,0339).

TABELA 14: Distribuicdo dos casos de acordo com o numero de células positivas
para Skp2-B (numero de casos analisados) no epitélio normal, displasico e no

carcinoma.
Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma
Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
0* 429 (3) 6,24% (1) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0)
1" 57,1% (4) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0) 10,0% (1)
2' 0,0 % (0) 25,0% (4) 16,7% (2) 10,0% (1) 20,0% (2)
» 0,0% (0) 68,8% (11) 83,3% (10) 90,0% (9) 70,0 %(7)
Total 100% (7) 100% (16) 100% (12) 100% (10) 100% (10)

NOTA: * (0) quando néo houve marcagdo, (1) quando menos de 10% das células foram posttivas, (2) quando o nimero de
células positivas variou entre 10% e 50% e (3) quando mais de 50% das células apresentaram-se positivas.
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TABELA 15: Intensidade de imunomarcagdo nos casos que apresentaram

positividade para o anticorpo anti-Skp2-B (nimero de casos analisados) no epitélio

normal, displasico e no carcinoma.

Epitélio Displasia Displasia Displasia severa Carcinoma

Normal Leve Moderada Carcinoma in situ
1* 0,0% (0) 46,7% (7) 41,7% (5) 70,0% (7) 40,0% (4)
2" 50,0% (2) 46,7% (7) 50,0% (6) 20,0% (2) 50,0% (5)
3* 50,0% (2) 6,6% (1) 8,3% (1) 10,0% (1) 10,0 %(1)
Total 100% (4) 100% (15) 100% (12) 100% (10) 100% (10)

NOTA: * Escores atribuidos: (1) quando a intensidade de marcagéo foi fraca, (2) marcagdo de intensidade
moderada e (3) marcagao intensa.

Figura 13: Aspecto imunohistoquimico para marcacdo anti-Ki-67. Em (A)
lingua normal exibindo baixa proliferacdo celular (400X). A imagem (B)
mostra uma intensa marcagéo anti-Ki-67 na camada basal do epitélio com
displasia leve (200X). Em (C) epitélio com displasia moderada e em (D) um
carcinoma espinocelular invasivo, exibindo entre 10% e 50% das células
positivas para o referido anticorpo (200X).
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Figura 14: Aspecto imunohistoquimico para marcacao anti-ErbB-2. Em (A) lingua
normal ndo exibindo imunomarcacio (400X). A imagem (B) mostra marcacio

Figura 15: Aspecto imunohistoguimico para marcagéo anti-FAS. Em (A) lingua com
epitélio normal e sem imunomarcacio (400X). A imagem (B) mostra displasia leve

imunomarcagéo, now‘eelma bem marcada (400X) e em (D) carcinoma
espinocelular invasivo, exibindo entre 10% e 50% das células positivas para o
referido anticorpo (200X).
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Figura 16: Aspecto hmom:immpaumlmﬂo anti-p27. Em (A) lingua de
camundongo nd@o tratado com 4NQO, observa-se predominantemente
nas camadas basais e suprabasais (400X). A imagem (B) mostra intensa marcagao
M?mmmmmmmw)mmm
severa/carcinoma in situ e em (D) carcinoma espinocelular invasivo

intensa imunomarcag&o anti-p27 (400X).

Flnuuﬂ.npodohtwmnmmmw-a Em (A)
mmmummmmmmm

sem imunomarcacdo aparente (400X). A imagem (B) mostra epitélio com
displasia leve (200X) e em (C) epitélio com displasia moderada (400X), ambos
exibindo intensa marcagdo citoplasmatica anti-Skp2-B. Em (D) carcinoma
espinocelular invasivo, mostrando ilhas tumorais intensamente imunomarcadas

contra a proteina sup2~s (400X).
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5.3 EFEITO DO ORLISTAT:

O efeito do Orlistat sobre o processo de carcinogénese foi verificado
através dos camundongos do grupo experimental 02, os quais receberam injecao
intraperitonial de Orlistat diariamente (240 mg/Kg/dia) durante os 15 dias
anteriores ao sacrificio. Ao todo foram identificados oito carcinomas
espinocelulares que se desenvolveram na lingua de 5 animais. Como grupo
controle foram utilizados os dez carcinomas espinocelulares presentes nos cinco
camundongos do grupo experimental 03, os quais nao foram tratados com Orlistat.

A area tumoral dos carcinomas espinocelulares obtidos de animais
tratados ou nao com Orlistat foi determinada nos cortes histolégicos corados em
Hematoxilina e Eosina (conforme descrito em material e métodos). A area média
dos tumores presentes nos camundongos do grupo 02 (tratado com Orlistat) foi de
1.248.073,12 umz (variando de 551.612,81 a 2.004.138,23 pmz; desvio padrao de
619.358,55 um?), enquanto a area média tumoral nos camundongos do grupo 03
foi de 3.811.551,74 pmz (variando de 1.275.406,90 a 9.504.499,8 pmz; desvio
padrao de 2.483.462,50 um?), como pode ser observado na figura 18. Logo, a
area tumoral nos animais tratados com Orlistat foi, em média, 67,25% inferior a
area tumoral presente nos camundongos que nao receberam terapia com Orlistat
(Teste Mann-Whitney, p=0,0010).
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Figura 18: O grafico exibe areas tumorais, em pm’ dos carcinomas
espinocelulares de camundongos que foram tratados com Orlistat (Grupo 02)
ou nado (Grupo 03), classificados em ordem crescente.
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A expressao das proteinas nucleares nao histonicas, as quais se ligam
ao anticorpo Ki-67, foi menor nos tumores obtidos de camundongos tratados com
Orlistat (Tabela 16), sendo o indice médio de proliferagéo celular de 2,58% (desvio
padréo de 3,9), além de 62,5% dos casos analisados n&o apresentarem nenhuma
imunomarcacdo na area tumoral. Por outro lado, os tumores obtidos de
camundongos ndo tratados com Orlistat tiveram indice médio de proliferacao
celular de 23,28% (desvio padréo de 16,9). Portanto, observou-se redug@o na
proliferac@o celular, estatisticamente significante (Teste Mann-Whitney, p=0,0077
— Anexo 03), com o uso do Orlistat (Figura 19). Ja a intensidade de marcac&ao para
o anticorpo Ki-67 foi mais fraca nos animais tratados com Orlistat, quando
comparada aos animais que ndo receberam este tipo de tratamento (Teste Mann-
Whitney, p=0,0235), conforme exibido na tabela 17.

A expressdo do receptor de membrana ErbB-2 foi menor nos tumores
que tiveram inibicdo da FAS, pois apresentaram menos de 50% de células
positivas para ErbB-2, ao passo que a maioria dos carcinomas obtidos no grupo
experimental 03 tiveram mais de 50% de células positivas (Tabela 16). No entanto,
isto n&o representou diferenca estatisticamente significante (Teste Mann-Whitney,
p=0,3284). Além disso, a intensidade de marcacdo também nao diferiu entre os
grupos (Teste Mann-Whitney, p=0,4772), predominando a intensidade de
imunomarcagao entre fraca e moderada (Tabela 17).

Somente 25% dos carcinomas espinocelulares presentes nos animais
do grupo experimental 02 tiveram marcacdo positiva anti-FAS (Tabela 16), por
outro lado, 60% dos tumores presentes no grupo 03 foram positivos para FAS. No
entanto, esta diferenca nao foi estatisticamente significante (Teste Mann-Whitney,
p=0,1826). Todos os casos analisados, em ambos 0s grupos experimentais,
exibiram intensidade de imunomarcacdo fraca anti-FAS (Teste Mann-Whitney,
p=0,2135).

A proteina p27 teve expressdo diminuida nos carcinomas
espinocelulares de animais tratados com Orlistat (Tabela 16), onde a maioria dos

casos (87,5%) apresentou-se com menos de 50% de células positivas (Figura 20).
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Os carcinomas espinocelulares do grupo experimental 03 tiveram em média
53,55% (desvio padrdo de 21,55) de células positivas para p27, enquanto o indice
médio de positividade celular nos carcinomas do grupo experimental 02 foi de
30,19% (desvio padrao de 53,47) (Teste Mann-Whitney, p=0,0077). Em ambos os
grupos predominaram imunomarcagdo nuclear de intensidade moderada (Teste
Mann-Whitney, p=0,1551).

Os carcinomas espinocelulares obtidos nos grupos experimentais 02 e
03 exibiram marcagédo exclusivamente citoplasmatica para Skp2, denominada de
Skp2-B. O tratamento com Orlistat ocasionou redugdo na expressdo desta
proteina (Teste Mann-Whitney, p=0,0019), sendo que 50% dos carcinomas
obtidos de animais tratados com Orlistat ndo tiveram imunomarcagéo para Skp2-B
(Figura 21). Ja 70% dos carcinomas espinocelulares obtidos em camundongos do
grupo 03 exibiram mais da metade de suas células positivas para Skp2-B.
conforme apresentado na tabela 16. A imunomarcacao anti-Skp2-B de intensidade
fraca predominou nas areas tumorais do grupo 02 (Tabela 17), enquanto a
imunomargédo de intensidade moderada foi predominante no grupo experimental
03, sendo esta diferenca estatisticamente significante (Teste Mann-Whitney,
p=0,0145).

Um achado casual foi a diminuicdo na espessura epitelial evidenciada
na mucosa da lingua de um dos camundongos do grupo experimental 02 (Figura
22), Aléem disso, ndo houve imunomarcacédo para Ki-67 em nenhuma area do
tecido epitelial nesta amostra, indicando a sua baixa capacidade de proliferacéo.
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TABELA 16: Distribuicdo dos casos de acordo com o nimero de células positivas para Ki-67, ErbB-2, FAS, p27 e Skp2-B em
carcinomas espinocelulares obtidos de camundongos tratadas com Orlistat (Grupo 02) ou néo (Grupo 03).

Ki-67 ErbB-2 FAS p27 Skp2-B
Grupo 02 Grupo 03 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 02 Grupo 03 Grupo02 Grupo 03 Grupo 02 Grupo 03

0* 62,5% (5) 10,0% (1) 125% (1) 00% (0) 75,0% (6) 40,0% (4) 0,0%(0) 00%(0) 50,0% (4) 0,0% (0)
1* 37,5% (3) 30,0%(3) 00%(0) 00%(0) 125% (1) 30,0% (3) 250%(2) 00%(0) 250% (2) 10,0% (1)
2 0,0% (0) 50,0% (5) 50,0% (4) 40,0% (4) 12,5% (1) 10,0% (1) 62,5% (5) 30,0% (3) 25,0% (2) 20,0% (2)
3* 0,0% (0) 10,0% (1) 37,5% (3) 60,0% (6) 0,0% (0) 20,0% (2) 12.5% (1) 70,0% (7) 0,0% (0) 70,0% (7)
TOTAL  100%(8) 100% (10) 100% (8) 100% (10) 100%(8) 100% (10) 100% (8) 100% (10) 100% (8) 100% (10)

NOTA: * Escores atribuidos: (0) quando nio houve imunomarcagado, (1) quando menos de 10% das células foram positivas, (2) quando o numero de células positivas variou
entre 10% e 50% e (3) quando mais de 50% das células apresentaram-se positivas.

TABELA 17: Intensidade de imunomarcagao nos casos com positividade para o anticorpo anti-Ki-67, anti-ErbB-2, anti-FAS,
anti-p27 e anti-Skp2-B em carcinomas espinocelulares obtidos de camundongos tratadas com Orlistat (Grupo 02) ou nao
(Grupo 03).

Ki-67 ErbB-2 FAS p27 Skp2-B
Grupo 02 Grupo 03 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 02 Grupo03 Grupo02 Grupo03 Grupo 02 Grupo 03
1* 100% (3) 66,7% (6) 429% (3) 30,0% (3) 100% (2) 100% (6) 37,5% (3) 10,0% (1) 75,0% (3) 40,0% (4)
2" 0,0% (0) 333%(3) 429% (3) 60,0%(6) 00%(0) 0,0%(0) 625% (5 70,0%(7) 250% (1) 50,0% (5)
3 0,0%(0) 00%(0) 142%(1) 100%(1) 00%(0) 00%(0) 00%(0) 200%(2) 0,0%(0) 10,0% (1)

TOTAL  100%(3) 100%(9) 100%(7) 100%(10) 100%(2) 100% (6) 100% (8) 100% (10) 100% (4) 100% (10)

NOTA: * Escores atribuldos: (1) quando a intensidade de marcagéo foi fraca, (2) marcagio de intensidade moderada e (3) marcago intensa.
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FIGURA 19: Aspecto imunohistoquimico para marcagao anti-Ki-67 em camundongos que foram
tratados ou n@o com Orlistat. A imagem (A) mostra auséncia de imunomarcagdo anti-Ki-67 em
CEC obtido de camundongo tratado com Orlistat (400X). Em (B) o CEC foi obtido de
camundongo n&o tratado com Orlistat e observam-se varias células positivas para Ki-67 (200X).
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FIGURA 21: Aspecto imunohistoquimico para imunomarcagao anti-Skp2-B em animais tratados ou
ndo com Orlistat. A imagem (A) exibe CEC obtido de camundongo tratado com Orlistat (200X),

notam-se poucas células imunomarcadas. Em (B) o CEC foi obtido de camundongo que nao
recebeu Orlistat (200X), observando-se grande quantidade de células imunomarcadas.

FIGURA 22: Atrofia epitelial encontrada em um dos camundongos
que recebeu Orlistat. A imagem (A) corresponde a superficie dorsal
da lingua e (B) corresponde & mucosa ventral da lingua. (HE,
400X).
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6 DISCUSSAO

6.1. Modelo animal

O processo de carcinogénese bucal € um processo multifatorial e requer
o acumulo de multiplas alteragdes genéticas nas células epiteliais (Califano et al.,
2000). Durante este processo podem ocorrer varias mudancas teciduais como
hiperplasia, displasias e finalmente o tumor (Kanojia & Vaidya, 2006). No entanto,
o estudo histopatologico rotineiro n&o é suficiente para prever o real potencial de
malignizacao de uma lesdo que apresente areas displasicas. Por isso numerosas
investigacdes tentam padronizar exames mais especificos que permitam detectar
as alteracdes celulares ainda no nivel molecular (Kustner et al., 2004). A melhor
compreensdo das vias moleculares envolvidas no processo de carcinogénese
auxiliaria nas terapias empregadas (Kim & Califano, 2004), bem como, na
prevengdo do cancer, evitando o seu desenvolvimento (Kanojia & Vaidya, 2006;
Kustner et al., 2004).

Para tanto, modelos animais sdo necessarios para a realizagao destes
estudos. Numerosos agentes quimicos tém sido empregados na carcinogénese
bucal experimental, dentre eles destaca-se o0 1-0xido 4-nitroquinolina (4NQO)
(Nakahara et al.,, 1957, Everson, 1981; Nauta et al, 1995, Tang et al., 2004;
Kanojia & Vaidya, 2006; Sioga et al, 2006; Suzuki, 2006), que quando
administrado juntamente com a agua fornecida aos animais € um potente agente
indutor de cancer de boca. Diversas pesquisas tém empregado diferentes
concentracdes de 4NQO e tempo de exposi¢cao ao agente cancerigeno (Tanaka et
al.,1994; Li, 2000; Sato et al., 2002; Tang et al., 2004; Suzuki et al., 2006; Zang et
al., 2006). Nesse estudo, o agente carcinogénico utilizado foi o 4NQO,
dissolvido na agua fornecida aos camundongos na concentracao de 100 ug/ml. Os
animais foram expostos ao agente carcinogénico por 16 semanas e apods esse
periodo passaram a receber somente agua, conforme proposto por Tang et al.
(2004). Este modelo animal foi escolhido devido a facilidade de indugao, execucao
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e aos bons resultados que s&o obtidos, conforme ja descritos na literatura (Liu et
al., 1999; Li, 2000; Suzuki et al., 2006; Zang et al., 2006).

As alteracgdes clinicas mais evidentes foram encontradas na lingua, a
qual apresentava areas leucoplasicas, lesdes exofiticas e alteragées na superficie
lingual tornando-a rugosa. Somente um animal apresentou lesdo exofitica no
palato. Esses achados estdo de acordo com Tang et al. (2004), os quais relataram
auséncia de lesdo clinicamente agressiva em outras areas da mucosa bucal,
exceto na superficie da lingua. Esse fato pode ser justificado devido a lingua ser a
regido mais exposta ao carcinégeno. Areas leucoplasicas também foram relatadas
por Nauta et al. (1995) e sdo justificadas pela intensa hiperqueratinizacao
evidenciada histologicamente.

Como esperado, os camundongos do grupo 01 (controle) nao
desenvolveram carcinomas espinocelulares na lingua, ao contrario dos animais
dos grupos experimentais 02 e 03, onde todos apresentaram carcinomas
espinocelulares na lingua. Esses dados foram semelhantes aos encontrados por
Tang et al. (2004), os quais observaram que todos os camundongos tratados com
4NQO por 16 semanas e acompanhados por mais 12 semanas desenvolveram
carcinomas espinocelulares na lingua. Ja Liu et al. (1999) verificaram que 77,8%
dos ratos tratados com 4NQO (200 ug/ml) por 16 semanas tiveram carcinomas
espinocelulares na lingua. Niwa et al. (2001) relataram que 70% dos animais,
quando expostos ao 4NQO (concentracdo de 5 ppm), apresentaram carcinomas
em 20 semanas e 80% dos animais exibiram carcinomas espinocelulares na 252
semana.

Os carcinomas encontrados neste estudo foram bem diferenciados e
invadiam a submucosa efou a camada muscular, sendo as lesdes tanto exofiticas
quanto endofiticas. Esses achados estdo de acordo com a literatura consultada
(Tanaka et al., 1994; Liu et al., 1999; Niwa ef al., 2001; Tang et al., 2004; Zhang et
al., 2006). Nauta et al. (1995) concluiram que a exposi¢do ao 4NQO resulta em
carcinoma espinocelular com excessiva formacdo de queratina, diferindo de
lesbes em humanos, onde o carcinoma apresenta-se com varios graus de
diferenciacdo. Sioga et al. (2006) ressaltaram que a intensa queratinizagao € uma
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caracteristica cardinal no desenvolvimento do cancer bucal induzido por 4NQQO em
modelos animais.

Multiplas lesGes foram frequentemente encontradas na lingua, sendo
estas totalmente independentes. Além disso, dreas displasicas adjacentes ao
tumor também puderam ser observadas. Esse fato ja havia sido relatado por Sato
et al. (2002) e Tang et al. (2004), confirmando o conceito de cancerizacdo em
campo. As alteracbes celulares e arquiteturais observadas nas areas displasicas
foram semelhantes as identificadas no ser humano. Nauta ef al. (1995) afirmaram
que as displasias epiteliais induzidas quimicamente por 4NQO no palato de ratos
assemelham-se as displasias epiteliais da mucosa bucal humana, com excecéo
das caracteristicas de projecao em gota, estratificacdo irregular do epitélio,
disqueratose e perda da aderéncia intercelular.

Os camundongos pertencentes aos grupos experimentais 04, 05 e 06
tiveram menor incidéncia de carcinomas espinocelulares quando comparado aos
camundongos do grupo experimental 03, porém apresentavam varias areas
displasicas. Niwa et al. (2001) e Tang et al. (2004) nao identificaram carcinomas
em animais tratados com 4NQO até a 16° semana, ao contrario dos resultados
obtidos nesse estudo, pois um camundongo do grupo 06 desenvolveu carcinoma
espinocelular.

Ha relatos na literatura descrevendo marcada reacae inflamatéria em
epitélios bucais expostos a carcinégenos potentes, tais como o 4NQO, (Nauta et
al., 1995). Apesar disto, nenhuma das amostras deste trabalho exibiu reacdo
inflamatoria intensa, concordando com os resultados de Tang et al. (2004).

Os animais que foram expostos ao 4NQO (100 pg/ml) tiveram uma
acentuada perda de peso em relagcdo ao grupo controle, o qual somente recebeu
agua acrescida com propilenoglicol por 16 semanas. Esse fato também ja havia
sido relatado por Tang et al. (2004) e Kanojia & Vaidya (2006).

O Orlistat, apesar de ser uma droga utilizada para controle da
obesidade, nao foi capaz de induzir perda de peso significativa quando
administrada via intraperitonial, pois os camundongos tratados com Orlistat (grupo
experimental 02) apresentaram pesos semelhantes aos camundongos que nio
receberam Orlistat (grupo experimental 03). Este fato também foi observado por
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Carvalho (2007), o qual ndo encontrou diferenga significativa no peso dos animais
que receberam ou n&o tratamento com Orlistat durante 13 dias. Kridel et al. (2004)
injetaram intraperitonialmente 240 mg/kg/dia de solug@o de Orlistat, durante um
periodo de trés semanas, em camundongos inoculados com células de tumores
de prostata (PC-3) e ndo observaram qualquer sinal externo de toxicidade, perda
de peso ou alteragdes hematologicas.

A sobrevida dos camundongos, neste estudo, foi de 97,3%, sendo que
somente um animal foi a 6bito durante o experimento. Resultados similares ja
haviam sido obtidos por Tang et al. (2004), com 80% de sobrevida dos animais.
No entanto, esses autores acompanharam os animais por mais 12 semanas apos
a exposicdo ao 4NQO, o qual havia sido fornecido durante 16 semanas. Ja 0s
camundongos utilizados nessa pesquisa foram observados somente por 2, 4 e 9
semanas apés o término de exposigdo com 4NQO, o que justifica a taxa de
sobrevida ser ligeiramente mais alta.

Os resultados desta pesquisa demonstraram que a administragdo de
4NQO juntamente com a agua fornecida aos animais por 16 semanas € um
método eficaz para o estudo do processo de carcinogénese bucal, pois, além de
induzir a formacdo de tumores, produz alteragdes displasicas bastante similares
as encontradas no ser humano. A simplicidade de execucdo e o baixo indice de
mortalidade dos animais sdo vantagens adicionais desta metodologia.

6.2 Processo de carcinogénese bucal

Varios genes s&o responsaveis pela manutencdo da homeostasia
celular. No entanto, quando ha mutagdes nesses genes, ocorre alteragdo na
regulagao do ciclo celular, o que contribui para o desenvolvimento e progresséao do
carcinoma espinocelular (Choi et al., 2003).

O anticorpo Ki-67 liga-se a proteinas nucleares nao histonicas presentes
em todos os estagios do ciclo celular, exceto na fase GO (Gerdes et al,, 1991,
Gonzales-Moles et al., 1996). Isso permite determinar a atividade proliferativa das
celulas tanto em situacbes normais como em condi¢cdes patologicas (Ito et al.,
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1998, Birner et al, 2001). Apesar de bastante utilizado como marcador de
proliferagcéo celular, a sua utilizagdo no estabelecimento do prognéstico de
carcinomas espinocelulares de boca € ainda controversa, uma vez que baixas
taxas de proliferagdo podem ocorrer em tumores bem diferenciados e com
recorréncias locais precoces (Aguiar ef al., 2007).

A marcacdo observada para o anticorpo Ki-67 neste estudo foi
exclusivamente nuclear e ocorreu em epitélio normal, displasico ou tumoral, como
ja relatado na literatura (Gonzales-Moles et al,, 1996; Ito ef al., 1998; Liu et al,
1998; Birner et al., 2001; Tumuluri et al., 2002; Takeda et al., 2006, Aguiar et al ,
2007). No entanto, o epitélio normal apresentou em media 4,31% de células
imunomarcadas com o anticorpo Ki-67, sendo a marcacéo restrita a camada basal
e parabasal; em concordancia com Liu ef al. (1998). Por outro lado, areas
displasicas e tumorais apresentaram proliferacao celular aumentada quando
comparadas ao tecido normal, pois nessas regiées mais que 20%, em média, das
células foram positivas para o anticorpo Ki-67. A positividade celular foi observada
na camada basal, espinhosa e superficial, concordando com a literatura
consultada (Zoeller et al., 1994; Kushner et al.,, 1997; Oliver & MacDonald, 2001;
Piatteli et al., 2002; Takeda et al., 2006). Porém os diversos graus de displasia néo
diferiram entre si com relacdo a taxa de proliferagao celular. Sato et al. (2002)
exibiram dados semelhantes, com indices de Imunomarcacdo para Ki-67
significativamente maiores em displasias e estagios iniciais de cancer que em
areas histologicamente normais. O indice de proliferacdo nas areas displasicas foi
de 31,5% (+ 7,0%) e de 33,1% (+ 4,0%) nas areas de carcinoma, nao havendo
diferenca estatisticamente significante entre os indices.

A taxa média de proliferagdo celular nos carcinomas espinocelulares
dos animais do grupo experimental 03 foi de 23,28% (variando de 2,6% a 49,1%),
taxas similares foram obtidas por Tsuji et al. (1992) com média de 24,1% (variacao
de 4,9% a 40%) e por Roland et al. (1994) cuja média foi 27,8%. O padrdo de
marcacao foi bastante variavel, pois 3 casos (30%) apresentaram menos de 10%
de células positivas € um caso (10%) ndo apresentou marcagdo anti-Ki-67. Essa
variagdo na expressao de imunomarcacao ja tinha sido relada por Kearsley et al.
(1990) e Gonzales-Moles et al. (1996), os quais observaram ligeira expressao anti-
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Ki-67 em 35 8% e 36,5% dos casos analisados, respectivamente. Alta proliferagédo
celular foi verificada somente em um caso (10%), estando de acordo com a
literatura (Kearsley et al, 1990; Roland et al., 1994; Gonzales-Moles et al., 1996).
Além disso, observou-se imunomarcagdo mais intensa na periferia ou no fronte
invasivo do tumor, como apontado por Niwa et al. (2001) e Choi et al. (2003).

O aumento na intensidade de imunomarcagdo para o anticorpo Ki-67 foi
verificado em &areas de displasia leve, moderada e severa, quando comparado ao
tecido normal e ao carcinoma invasivo, 0S quais apresentaram intensidade de
marcacdo predominantemente fraca. Portanto, areas displasicas exibiram uma
maior proliferacdo celular e imunomarcagédo mais intensa para Ki-67, quando
comparadas ao tecido normal.

A FAS é a enzima metabdlica responsavel pela sintese endogena de
acidos graxos saturados (Kuhajda et al., 2000; Chirala ef al, 2001; Brink et al.,
2002), logo niveis elevados desta enzima proporcionam vantagens seletivas para
o crescimento celular (Baron et al., 2004). Varios estudos tém apontado aumento
na expressao da FAS em diversas neoplasias malignas (Visca et al., 1999; Alo et
al.,, 2000; Piyathilake et a/, 2000; Kusakabe et al, 2002; Wang et al., 2001;
Innocenzi et al, 2003; Rossi et al, 2003; Takahiro et al., 2003), inclusive no
carcinoma espinocelular de boca (Krontiras ef al., 1999; Guo et al,2003; Agostini
et al, 2004, Silva et al, 2004). De modo geral, os tumores que expressam
grandes quantidades de FAS apresentam comportamento biolégico mais
agressivo quando comparados aqueles que possuem niveis normais (Baron et al.,
2004; Zhang et al., 2005). Portanto, a atividade biolégica da FAS & um possivel
alvo terapéutico no tratamento do cancer, pois esta diretamente ligada a sintese
de acidos graxos, necessarios a progressao do ciclo celular (Kuhajda et al., 2000;
Swinnen et al., 2000; Guo et al., 2003; Kumar-Sinha et al., 2003).

Os dados deste estudo revelaram que 60% dos carcinomas
espinocelulares analisados tiveram expressdo aumentada de FAS, confirmando os
achados de Krontiras et al. (1999); Guo et al. (2003) e Agostini ef al. (2004). Silva
et al. (2004), através de imunohistoguimica, verificou que 77,4% dos carcinomas
espinocelulares da regido de cabeca e pescoco expressavam FAS. Além disso,
estes autores afirmaram que a expressdo aumentada de FAS foi verificada
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principalmente em carcinomas bem diferenciados, como ocorre neste
experimento. Nao houve, entretanto, associagao entre o potencial proliferativo do
tumor e a imunomarcagao para FAS. Além disso, os pesquisadores observaram
que a expressao da FAS no epitélio normal, quando ocorre, esta restrita as células
da camada basal. Ja areas com displasia epitelial moderada ou severa
apresentaram imunopositividade em todas as células da camada espinhosa.

Aumento gradativo na express@o da FAS com a progressdo do quadro
displasico foi encontrado, mas s6 houve diferenca estatisticamente significante
entre o epitélio normal e as areas de displasia severa e tumoral, corroborando com
os achados de Krontiras et al. (1999). Estes autores verificaram aumento na
producdo desta enzima em displasias epiteliais e carcinomas espinocelulares de
lingua, em relacdo ao epitélio adjacente morfologicamente normal, e sugeriram
que o aumento na expressado da FAS pode ser considerado como marcador para
mudancas neoplasicas precoces.

Os diversos graus de displasia nao diferiram entre si € nem do
carcinoma invasivo quando se comparou de forma semiquantitativa a
imunomarcagao para FAS. Nemoto ef al. (2001) encontraram positividade para
FAS em 92,9% dos casos analisados de displasia esofagica e em 96,5% dos
casos carcinomas em esodfago e sugeriram que o aumento na expressédo pode ser
evidenciado nos estagios precoces da carcinogénese esofagica.

A intensidade de marcacgéo foi predominantemente fraca em todos os
graus de displasias e no carcinoma invasivo. Nenhum dos casos exibiu
intensidade de imunomarcagao forte. Isto pode ser justificado devido a diferencas
na expressao desta enzima de acordo com a origem dos tecidos estudados. Esse
foi o primeiro estudo que avaliou a expressdo de FAS em carcinomas
espinocelulares e areas displasicas induzidas por 4NQO em camundongos. No
entanto, Agostini et al. (2004), ao estudarem diferentes linhagens celulares de
carcinoma espinocelular de boca, verificaram que a enzima FAS é
diferencialmente produzida pelas linhagens, sendo que as linhagens SCC-9 e
SCC-25 apresentavam maior expressédo de FAS quando comparada as linhagens
SCC-4 e SCC-15.



Baseado nos dados desta pesquisa pode-se afirmar que ocorre
pequeno aumento na expressao da FAS ja nos estagios iniciais do processo de
carcinogénese. Entretanto, mais estudos clinico-patologicos devem ser realizados
para elucidar com maior precisdo a participagdo desta enzima no processo de
carcinogénese bucal.

O ErbB-2 faz parte da familia dos receptores celulares ErbB, envolvidos
no processo de crescimento, diferenciagdo e migragéo celular (Kolibaba & Druker,
1997). Em condicbes fisiolégicas normais, o receptor ErbB-2 somente & ativaclo
apds a heterodimerizacdo com outros receptores da familia ErbB, promovendo
amplo espectro de atividades biologicas (Holbro et al, 2003). Nos carcinomas
espinocelulares da regido de cabega e pescogo, este receptor modula a
proliferagdo, invasdo e a expressdo de metaloproteinases (O-Chaorenrat et al.,
2002).

Pesquisas comprovaram que a expressao de ErbB-2 esta aumentada
em diversos tipos de canceres, inclusive no carcinoma espinocelular de boca (Xia
et al., 1997; Wilkman ef al., 1998; Werkmeister ef al., 2000; Vora et al., 2003;
Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004; Perea et al., 2005). Os resultados obtidos
nesta pesquisa também mostram alta expressdo do receptor ErbB-2 em
carcinomas espinocelulares de lingua de camundongos expostos ao 4NQO, uma
vez que todos os tumores apresentaram imunomarcag¢ao tanto em membrana
celular como citoplasmatica.

Hou et al. (1992) e Kustner et al (2004) verificaram que areas
displasicas possuem aumento na expressdc de ErbB-2 e sugeriram que este
receptor possa estar envolvido no desenvolvimento de cancer bucal desde ©s
estagios iniciais. Baseado em nossos resultados concorda-se com o0s autores
acima citados, pois 0 aumento na expressao do receptor ErbB-2 foi verificado ja
em areas de displasia leve, mantendo-se alta em areas com displasia moderada e
severa. Além disso, pode-se concordar com os achados de Kumar-Sinha et al.
(2003), os quais afirmaram que os receptores da familia ErbB ativam vias
intracelulares que medeiam a expressdo de FAS. Os resultados desse estudo
sugerem justamente isso, inicialmente houve aumento na expressado de ErbB-2
para em seguida notar elevacao na expressaoc da FAS.
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Varios trabalhos demonstraram que areas adjacentes ao tumor, cujo
epitélio possui caracteristicas histolégicas de normalidade, ja apresentavam
alteracbes na expressado do receptor ErbB-2 (Werkmeister ef al, 1999;
Werkmeister et al., 2000, Kustner et al., 2004, Silva et al., 2004). Neste trabalho
também foi observado que o epitélio lingual, com caracteristicas histolégicas de
normalidade, de camundongos expostos ao 4NOQ durante 16 semanas
apresentava imunomarcacéo, citoplasmaticas e de membrana para ErbB-2.
Werkmeister et al. (1999) afirmaram que areas sem evidéncias de displasia ja
podem possuir alteragbes genéticas para ErbB-2. Estes achados reforcam o
conceito de cancerizagdo de campo.

Portanto, a expresséo de ErbB-2 esteve aumentada desde os estagios
iniciais no processo de carcinogénese (displasia leve) até o carcinoma
espinocelular. Ja a intensidade de imunomarcagdo nao variou significativamente,
prevalecendo a marcacao de intensidade moderada a intensa.

A proteina p27 € um inibidor da quinase dependente de ciclina 2 (CDK2)
e impede a progressao do ciclo celular, mantendo as células na fase G1 (Polyak et
al., 1994; Toyoshima & Hunter, 1994; Massagué, 2004). A concentracao desta
proteina diminui quando as células sofrem estimulos mitogénicos (Swanton,
2004). Logo, redugao na quantidade da proteina p27 ocorre em diversas
neoplasias malignas (Florenes ef al., 1998, Lloyd et al.,, 1999; Tsihlias et a/,, 1999;
Slingerland & Pagano, 2000; Philipp-Staheli et al. 2001, Goto et al, 2005),
inclusive no carcinoma espinocelular de boca, estando correlacionado com pior
prognostico (Kudo ef al., 1998; Fujieda ef al., 1999; lto et al, 1999; Mineta et al .
1999, Venkatesan et al., 1999; Kuo ef al., 2002; Shintani et al., 2002).

Os dados deste estudo revelaram alta expressé@o da proteina p27 em
carcinomas espinocelulares de animais que foram expostos ao 4NQO, pois os
tumores exibiram média de 53,55% de células imunomarcadas para p27 por
campo analisado, resultado que difere dos encontrados na literatura consultada
(Kudo et al, 1998, Fujieda ef al, 1999; lto et al, 1999; Mineta et a/, 1999;
Venkatesan et al., 1999; Kuo et al., 2002; Shintani ef al., 2002).

Porém Gstaiger et al. (2001) verificaram imunomarcagdo para p27
superior a 20% de nucleos positivos em carcinomas espinocelulares bem
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diferenciados e concluiram que estes tumores tendem a exibir uma alta marcagao
para p27. Choi et al. (2003) afirmaram que a perda da expressao de p27 esta
associada a intensa proliferagcéo celular e pobre diferenciacdo celular, o que néo
foi observado nos tumores deste trabalho.

Além disso, Kitajima et al. (2004) relataram uma linhagem de células de
carcinoma espinocelular de boca humana (Ho-1-N-1) com alta expressao da
proteina p27 e baixa expressado de Skp2 nuclear. Choi et al., (2003) encontraram
positividade para p27 que variou de 0 a 40%, sendo os maiores valores
encontrados em carcinomas bem diferenciados. Goto et al. (2005) encontraram
valores entre 10 e 50% de células imunomarcadas positivamente para p27 em
25,3% dos tumores analisados e entre 50 e 90% das células positivas em 3,3%
dos casos estudados. Estes trabalhos demonstram que ha grande diversidade
biolégica entre os carcinomas espinocelulares, com diferentes comportamentos
celulares na dependéncia do agente mutagénico indutor.

Pulhez (2007) verificou que a expressao de p27 estava aumentada em
carcinomas espinocelulares de pele quando comparados ao carcinoma
espinocelular de labio e boca, sugerindo que o comportamento mais agressivo
destes ultimos pode estar relacionado a baixa expressdo desta proteina. Os
tumores no presente estudo ndo foram agressivos, como evidenciado pela alta
taxa de sobrevida dos camundongos com carcinomas espinocelulares em lingua.

Areas com displasia tiveram aumento progressivo na quantidade de
p27, conforme evoluia o processo de carcinogénese. A maior positividade celular
foi verificada na displasia severa/carcinoma in situ e no carcinoma, quando
comparados as areas de displasia leve, moderada e epitélio normal. Estes
achados também diferiram da literatura consultada, pois Kudo ef al. (2005) e Choi
et al. (2003), ao analisarem lesées displasicas encontraram diminuigdo nos niveis
de p27 a medida que se aumentava a severidade da displasia. Porém a alta
expressao de p27 encontrada nas areas displasicas esta de acordo com o que foi
verificado nas células tumorais.

Também foi encontrada positividade para proteina p27 no epitélio
normal, cujo indice de marcagdo ficou em torno de 11%. As células epiteliais
iImunomarcadas estavam localizadas nas camadas espinhosa e superficial, ou
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seja, em ceélulas bem diferenciadas, corroborando com os achados de Choi ef al.
(2003).

A proteina Skp2 €& uma ligase de ubiquitina responsavel pelo
reconhecimento, ubiquitinizacdo e degradacao da proteina p27 (Ganiatsas et al,
2001; Gstaiger et al., 2001; Kitajima et al., 2004; Radke et al., 2005). Durante a
progressao tumoral, os niveis protéicos de Skp2 estdo aumentados, favorecendo a
progressdo tumoral (Gstaiger et al,, 2001; Drobnjak et al., 2003; Kitajima et al.,
2004; Chen et al., 2007). No entanto, a maioria dos estudos descreve e discute os
niveis protéicos de Skp2 quando localizada no interior do nucleo, ja a
imunomarcagao obtida neste estudo ocorreu exclusivamente no citoplasma.

A Skp2 citoplasmatica € a forma variante da proteina Skp2 nuclear,
formada a partir de um splice alternativo do gene que codifica a proteina Skp2
(Ganiatsas et al,, 2001; Radke et al., 2005). Poucos trabalhos relatam esta forma
de Skp2, também chamada de Skp2-CTV ou Skp2-B, ndo havendo relatos na
literatura pesquisada a respeito desta variante no carcinoma espinocelular de
boca.

Foi possivel observar aumento na expressao de Skp2-B ou Skp2-CTV
nas areas com displasias e carcinoma espinocelular quando comparadas ao
epitélio normal. N&o se encontrou diferenca estatisticamente significante na
expresséo desta forma da proteina entre areas displasicas e de carcincma. Outro
achado interessante foi a intensidade de marcagéo nas areas de displasia leve e
severa, as quais tinham imunomarcagéo mais fraca, quando comparadas ao
epitélio normal, que exibiu intensidade de marcacao entre moderada e intensa.

Embora se planejasse verificar a expressdo de Skp2 nuclear, isso nao
foi possivel. O primeiro anticorpo utilizado (Santa Cruz, clone H435 sc-7164 —
diluicdo 1:20) n&o apresentou qualquer imunomarcagdo, o que gerou duvida
quanto & razdo da ndo marcacdo, se por falhas durante a reacdo de
imunohistoquimica ou pela baixa expressdo de Skp2 nuclear nos casos
estudados, uma vez que o controle utilizado apresentava marcagdo bastante
intensa. Entretanto, o tecido utilizado como controle foi originario de carcinoma
espinocelular humano e as lesdes experimentais foram de tecido animal.
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Embora Gstaiger et al. (2001) tivessem relatado que carcinomas bem
diferenciados tendem a exibir alta marcagdo para a proteina p27 e rara marcacéo
para a proteina Skp2 nuclear, a davida permaneceu e optou-se pela aquisigao de
novo anticorpo (Zymed clone CA92008), que somente apresentou marcagao o
citoplasma das células.

Ganiatsas et al. (2001) e Radke et al. (2005) verificaram que a forma
Skp2-CVT ou Skp2-B é superexpressa em linhagens de células de cancer uterino
e de mama, respectivamente. Nos também encontramos aumento na expresséo
desta proteina nos tumores analisados neste estudo. Aléem disso, os autores
acima citados concordam que a Skp2-CVT ou Skp2-B ndo é a responsavel pela
degradagdo da proteina p27, pois as alteragbes no dominio C-terminal
impossibilitam a ubiquitinizagao da proteina p27, sugerindo que a sua agao deve
ocorrer em outras proteinas. Os resultados do presente estudo concordam com
esta sugestdo, pois a forma variante de Skp2 teve a sua expressao aumentada ja
nas fases iniciais do processo de carcinogénese e manteve-se alta nas areas de
displasia moderada, severa e no carcinoma. Contudo, 0s niveis de p27 também
aumentaram durante o processo de carcinogénese, confirmando a suspeita de
que a proteina Skp2-B ou Skp2-CVT age sobre outras proteinas e ndo sobre p27.

6.3 Efeito do Orlistat

Por ser expressa em diversas neoplasias malignas, dentre elas o
carcinoma espinocelular de boca, a FAS pode ser util para o desenvolvimento de
drogas quimiopreventivas (Lu & Archer, 2005). Estudos ja demonstraram que
inibidores especificos da atividade de FAS s&o capazes de inibir a proliferacao
celular, através do blogueio da sintese de DNA durante a fase S, e levar as células
posteriormente a morte por apoptose (Pizer et al, 1998; Li ef al., 2001; Helligtag et
al., 2002; Guo et al., 2003; Knowles et al., 2004; Kridel et al., 2004; Menendez et
al., 2005a). Agostini et al. (2004) mostraram que o blogueio da atividade de FAS
pela cerulenina inibe significativamente a proliferagcao de células derivadas de
carcinoma espinocelular de boca.
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O Orlistat, um derivado semi-sintético da lipostatina, atua inibindo as
lipases gastricas e pancreaticas no trato gastrintestinal (Guerciolini et al., 1997),
porém esta droga também demonstrou efeito inibitorio sobre a FAS (Kridel ef al ,
2004). Knowles et al (2004) e Kridel et al. (2004) relataram as propriedades
antitumorais e antiproliferativas do Orlistat em modelo xenografico de cancer de
prostata e em linhagens de células derivadas de cancer de prostata e de mama.
No presente trabalho, demonstrou-se pela primeira vez, o efeito do Orlistat no
processo de carcinogénese bucal em modelo animal.

A injecdo intraperitonial do Orlistat atua de forma sistémica, como
demonstrado por Carvalho (2007), o qual realizou cortes por congelagdo e
coloragao por Oil Red “O" em tecido hepatico de animais que receberam ou nao
injegdo de Orlistat (240 mg/Kg/dia). Este pesquisador encontrou grande
quantidade de goticulas de lipidios no citoplasma dos hepatécitos dos animais que
nao foram tratados com Orlistat. Por outro lado, os camundongos tratados com
Orlistat exibiram coloragéo fraca e possuiam menor quantidade de goticulas de
lipidios no interior dos hepatdcitos, comprovando, deste modo, que a atividade da
enzima FAS é efetivamente reduzida através das injegcGes intraperitoniais de
Orlistat. Apesar do efeito sistémico, nenhuma alteracdo indicativa de toxicidade foi
notada nos camundongos que receberam Orlistat, como ja verificado por Kridel et
al. (2004).

Nesta pesquisa, constatou-se diminui¢do de 67,25% na area tumoral
nos camundongos que receberam inje¢do intraperitonial de Orlistat (240
mg/Kg/dia) durante 15 dias, quando comparado a area tumoral dos animais que
nado foram tratados com Orlistat. Este fato pode ser justificado pela baixa
proliferacdo celular, com indice de imunomarcagdo para Ki-67 de 268% nos
tumores obtidos de animais que receberam Orlistat. Além disso, 62 5% das
amostras analisadas tiveram auséncia de imunomarcacdo para Ki-67 na area
tumoral. Estes achados estdo de acordo com a literatura, a qual aponta que
inibidores especificos da atividade de FAS blogueiam a progresséo do ciclo celular
e inibem a proliferacdo de varias linhagens celulares derivadas de tumores
malignos (Pizer et al.,, 1998, Pizer et al., 2000; Li et al., 2001; Agostini et al., 2004;
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Knowles et al.. 2004: Kridel et al, 2004; Menendez et al. 2005; Zhang et al., 2005;
Carvalho, 2007).

A expressdo do receptor ErbB-2 e da enzima FAS n&o diferiram
significativamente entre os tumores de camundongos tratados ou ndo com Orlistat,
embora maior nimero de tumores sem imunomarcacdo para FAS estivesse
presente em animais tratados com Orlistat. Os achados nesta pesquisa diferem
parcialmente dos relatados em outros estudos, onde o Orlistat inibiu intensamente
a expressdo de ErbB-2 (Menendez et al., 2005; Carvalho 2007). A ndo redugao da
expressao do receptor ErbB-2 pode ter ocorrido devido a dose administrada ser
insuficiente para causar tal efeito ou devido ao pouco tempo entre a administracéo
da droga e a morte dos camundongos. O mecanismo responsavel por este
fenédmeno merece ser estudado com maiores detalhes em pesquisas futuras.

A expressdo da proteina p27 diminuiu significativamente nos tumores
derivados de camundongos tratados com Orlistat, conflitando com a literatura
consultada, a qual descreve aumento na expressao de p27 com a inibicdo da FAS
(Knowles ef al, 2004; Menendez et al, 2005; Carvalho, 2007). Além disso,
Knowles et al. (2004) demonstraram diminuigdo na expressao da proteina Skp2
nuclear, o que justifica 0 aumento na quantidade de p27 em células que tiveram a
atividade da enzima FAS inibida. Como nao se avaliou a expressao da Skp2
nuclear neste estudo, ndo ha como estimar se houve aumento na degradacao da
proteina p27 ou diminuigdo na quantidade de RNAmensageiro desta proteina.

Foi verificada, entretanto, diminuicdo na expressdo de Skp2
citoplasmatica (Skp2-B ou Skp2-CVT) nos tumores derivados de animais que
receberam injecdo intraperitonial de Orlistat. O Orlistat também causou reducao ra
intensidade de marcagéo contra a proteina Skp2-B. Esta diminuicdo pode estar
associada ao fato da proteina possuir efeito antiapoptotico (Radke et al., 2005),
pois o Orlistat através da inibicdo de FAS pode induzir as células a entrarem em
apoptose (Pizer ef al., 1998; Li et al, 2001; Heiligtag et al., 2002; Guo et al., 2003,
Agostini et al.,, 2004; Knowles et al., 2004; Kridel et al., 2004; Menendez et al,,
2005; Carvalho, 2007), desse modo, os niveis de proteinas antipoptéticas tendem
a diminuir. No entanto, pesquisas adicionais sdo necessarias para melhor
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entendimento desse processo, uma vez que esse foi 0 primeiro estudo que relatou
o efeito do Orlistat sobre esta proteina.

Um achado interessante foi a diminuicdo na espessura do tecido
epitelial em toda a extensdo da lingua em um dos camundongos que recebeu
iInjecdes intraperitoniais de Orlistat. Guo et al. (2003) demonstraram que a
atividade da FAS é mais alta em amostras teciduais de carcinomas
espinocelulares bucais do que em areas adjacentes ao tumor ou de mucosa bucal
clinicamente normal. No entanto, estes autores verificaram que a inibigao da
sintese de acidos graxos pela cerulenina também ocorreu em amostras de
mucosa clinicamente normal, ainda que em menor intensidade, quando
comparada ao efeito em carcinoma espinocelular bucal. Além disso, Almeida et al.
(2005) demonstraram que a cerulenina € capaz de inibir o crescimento de
fibroblastos normais em cultura celular primaria, sugerindo que a produgéo
endogena de acidos graxos € essencial para outros tipos celulares, além das
células malignas.

Portanto, apesar dos resultados promissores, a inibicdo da FAS pelo
Orlistat como uma alternativa no tratamento de neoplasias malignas deve ser
interpretada com muita cautela e novos estudos fazem-se necessarios para
melhor compreensé@o do efeito do Orlistat, tanto sobre a enzima FAS, como
sistemicamente.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que:

1. A forma variante de Skp2, chamada de Skp2-B ou Skp2-CVT esta presente em
carcinoma espinocelular e em areas displasicas do epitélio bucal.

2. As areas de carcinoma espinocelular de camundongos expostos ao 4NQO,
apresentam aumento na proliferagao celular, na expressao da proteina FAS,
do receptor ErbB-2, da proteina p27 e da proteina Skp2-B ou Skp2-CVT
quando comparadas ao tecido normal.

3. As areas displasicas apresentaram maior indice de proliferagédo celular,
demonstrado pelo anticorpo Ki-67; aumento na expressao da proteina FAS, do
receptor ErbB-2, da proteina p27 e da proteina Skp2-B ou Skp2-CVT, quando
comparadas ao tecido epitelial normal.

4. Aumento significativo na expressao do receptor ErbB-2 e da proteina Skp2-B ou

Skp2-CVT foi evidenciado nas fases iniciais do processo de carcinogénese.
5. Os camundongos tratados com Orlistat apresentaram area tumoral 67,25%
menor do que a area dos tumores obtidos de camundongos que ndo foram

tratados com Orlistat.

6. O Orlistat induziu diminuicdo na proliferacao celular e no nimero de células
imunomarcadas contra a proteina p27 e Skp2-B ou Skp2-CVT.
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ANEXO 1 - Aprovacao do projeto de pesquisa pela Comissao de Etica
na Experimentagao Animal.

. L] - - \
* k‘.",’) Universidade Estadual de Campinas !
"—;-5 Instituto de Biologia

LIMIC B TE

CEEN-1B-UNMICAMP
Fr——.

Comissao de Etica na Experimentagao Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que © Protocolo n® 842-1, sobre "EXPRESSAQ DE FAZ (FATTY ACID
SYNTHASE) E c-erb-B2 DURANTE A CARCINOGENESIS INDUZIDA EM
CAMUNDONGOS" sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jacks Jorge Junior /
Eduardo Bauml| Campagnoli esta de acordo com os Principios Etcos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animai
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacao Animal
(CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 08 de junho de 2005

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 842-1, entitled "EXPRESSION OF FAS (FATTY ACID
SYNTHASE) AND c-erb-B2 DURING INDUCED CARCINOGENESIS IN MICE"” is
in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA) This project was approved dy
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on June 8_2005.

Campinas, 08 de junho de 2005

L |
_’{j/-id_‘.‘__) (W | :—"\),___‘ . ll\‘.
Frofe Dra Liana Verinaud Fatima Alonso
Fresidente - CEEA/BIUNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP
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ANEXO 2 -

01.
02.
03.
04.
05.

07.

09.
10.
1.
12.
13.
14.
15,
16.
17.
18.
19.

Coloragao Hematoxilina & Eosina — Protocolo adotado no
Laboratério de Patologia Bucal da FOP/Unicamp.
Xilol 1 ... g PR~ 10 minutos
o 10 minutos
Alcool absoluto .. .........ooooeeeiee por e tirar
AICOO!I Q0% ..o por e tirar
RICOOH TOW oo visosscssnassipsssmmsssicimmmi por e tirar
AICOO! 50% ..o por e tirar
Aguadetorneira ... ... duastrocas
Passar em aguadestilada .................... duas trocas
Corar na Hematoxilina de Mayer ........... 12 minutos
Lavarem aguadetomeira..... ........... 2trocas
Deixar diferenciando comagua ............. 15 minutos
Colocarem alcool 80% .......................... 02 minutos
Colocar na Eosina-Floxina ................... 05 minutos
Alcool absolutos | ..., por e tirar
Alcool absolutos Il ............................. por e tirar
Alcool absolutos Il _....................... por e tirar
Xiloldiafanizagdo .................................. 03 minutos
Xilolde montagem ................................ 03 minutos
Montar em balsamo-do-canada

98



ANEXO 3 - Valores de p obtidos na analise estatistica.

Analise dos dados com relagao ao estudo semiquantitativo

ErbB-2 FAS Skp2-B

Teste Kruskal-Wallis 0,0014 0,1026 0,0000

Teste Man Whitney
NxL 0,0017* 0,3496 0,0007*
NxM 0,0015* 0,2367 0,0004*
NxS 0,0025* 0,0168* 0,0006*
NxC 0,0006* 0,0404* 0,0013*
LxM 0,4576 0,6931 0,4862
LxS 0,7921 0,0820 0,2564
LxC 0,3991 0,1331 0,9790
MxS 0,6209 0,2623 0,7920
MxC 1,0000 0,2914 0,5529
SxC 0,5967 1,0000 0,4274

Nota: (N) epitélio normal, (L) epitélio com displasia leve, (M) epitélic com displasia moderada. (S) epitélio com
displasia severa e (C) carcinoma espinocelular.
* representa diferenga estatisicamente significante (a=5%)

Analise dos dados com relagdo a intensidade de imunomarcagao

KI-67 ErbB-2 FAS p27 Skp2-B
Teste Kruskal-Wallis 0,0026 0,4633 0,3684 0,1362 0,1220
Teste Man Whitney
NxL 0,0026* - - 0,4624 0.0455*
NxM 0,0180* - - 0,331 0,0689
NxS 0,0404* = - 0,1571 0,0339*
NxC 0,3539 - - 0,0570 0,0897
LxM 0,7103 0,2983 1,0000 0,6761 0,8073
LxS 0.2918 0,2568 0,7768 0,3166 0,4054
LxC 0,0052* 0,2787 0,3374 0,0917 0,7393
MxS 0,5978 0,7040 0,7768 0,5978 0,3226
MxC 0,0479* 0,8603 0,7734 0,2485 0,9212
SxC 0,1306 0,8383 0,3914 0,5205 0,3075

Nota: (N) epitélio normal, (L) epitélio com displasia leve; (M) epitélio com displasia moderada, (S) epitélio com
displasia severa e (C) carcinoma espinocelular.

* representa diferenc¢a estatistcamente significante («=5%)
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Analise dos dados com relagdo ao estudo quantitativo

KI-67 p27
Teste Kruskal-Wallis 0,0096* <0,0001*
Teste Man Whitney
NxL 0,0009* 0,3671
N x M 0,0011* 0,1179
NxS 0,0034* 0,0006™
NxC 0,0168* 0,0006*
LxM 0,7806 0,4034
LxS 0,5271 0,0001*
LxC 0,7319 0,0001*
MxS 0,4683 0,0056*
MxC 0,5752 0,0046*
SxC 1,0000 1,0000

Nota: (N) epitélio normal; (L) epitélio com displasia leve, (M) epitélio com displasia moderada, (S) epitélio com
displasia severa e (C) carcinoma espinocelular.
* representa diferencga estatisticamente significante («=5%)

Comparacéo entre Grupo 02 (tratado com Orlistat) e o Grupo 03 (nao tratado
com Orlistat)

KI-67 ErbB-2 FAS p27 Skp2-B
Teste Man Whitney
Semiquantitativa 0,0077* 0,3284 0,1826 0,0209* 0,0019*
Quantitativa  0,0088* - - 0,0077* -
Intensidade 0,0235* 04772 0,2135 0,1551 0,0145*

Nota: * representa diferenca estatisticamente significante (x=5%)

Analise do peso médio dos camundongos no dia do sacrificio.

Grupo 1 Grupo2  Grupo 3 Grupo4 Grupo5 Grupo6

Grupo 1 - 0,0015* 0,0002* 0,0003* 0,0774 0,0163*
Grupo 2 0,0015* - 0,6471 0,7978 0,1908 0,4718
Grupo 3 0,0002* 0,6471 - 0,8243 0,0774 0,2391
Grupo 4 0,0003* 0,7978 0,8243 - 0,1047 0,3136
Grupo § 0,0774 0,1908 0,0774 0,1047 - 0,5561

Grupo 6 0,0163* 0,4718 0,239 0,3136 0,5561 5

Nota: * representa diferenca estatisticamente significante («=5%)
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