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RESUMO

Galectina-3 (GAL3) ¢ uma lectina que apresenta importantes papéis na biologia tumoral e
recentemente tem sido associada com a via de sinalizacdo Wnt, auxiliando a beta-catenina na
translocacdo ao nucleo. Alterada expressao de GAL3 e beta-catenina tem sido descrita em
muitos canceres, mas ndo em modelos de carcinogénese bucal em animais modificados
geneticamente. Objetivo € estudar o processo de carcinogénese bucal em camundongos
selvagens (GAL3"") e nocautes (GAL3™) para GAL3 bem como a expressio de GAL3 e
beta-catenina em lesdes displasicas e carcinomas desenvolvidos nas linguas desses animais.
Vinte camundongos C57BL/6, machos, GAL3"" e GAL3™ foram desafiados com 4NQO na
agua de beber por 16 semanas e sacrificados na semana 16 e 32. Apos o sacrificio, as linguas
foram removidas, processadas, coradas por H&E para detec¢do de displasias e carcinomas.
Ensaio imuno-histoquimico para deteccdo do antigeno GAL3 e beta-catenina foi realizado.
Carcinogénese bucal foi mais evidente nos camundongos GAL3"™, com 55,5% deles
acometidos por carcinomas contra 28,5% no grupo GAL3™ ao final do experimento. Um
predominio de beta-catenina ndo membranosa em displasias e carcinomas foi observado em
ambos os grupos (p>0,05). Um predominio de expressdo de GAL3 citoplasmatica foi
observado displasias e carcinomas de camundongos GAL3"" (p>0,05). No entanto, um
aumento de GAL3 nuclear foi observado na evolucdo de displasias para carcinomas de
animais GAL3"" (p<0,05). Nenhuma correlacdo foi encontrada entre beta-catenina e GAL3.
Carcinogénese bucal foi mais evidente em camundongos GAL3"" ¢ a auséncia de GAL3
parece ndo interferir na mediagdo da via de sinalizagio Wnt em camundongos GAL3™".
ABSTRACT

Galectin-3 (GAL3) is a lectin that presents pivotal roles in the tumor biology. It has been
associated with Wnt pathway, translocating the beta-catenin from cytoplasm to the nucleus.
Altered GAL3 and beta-catenin expression have been described in many cancers, but not in
dysplasias and carcinomas developed from mouse model of oral carcinogenesis. The goals of
this report are to study the carcinogenesis process using a mouse model of oral
carcinogenesis. In addition, GAL3 and beta-catenin expression in dysplasias and carcinomas
was evaluated too. Twenty GAL3-deficient (GAL3™") and wild-type (GAL3"") male mice
were challenged with 4NQO in drinking water for 16 weeks and killed at week 16 and 32.
Tongues were removed, routinely processed, and stained with Hematoxilyn & Eosin to detect
dysplasias and carcinomas microscopically. An immunohistochemical assay was performed to

detect GAL3 and beta-catenin in dysplasias and carcinomas of the both groups. Oral



carcinogenesis was more evident in GAL3"™" than GAL3™ mice, with 55.5% and 28.5% of
them affected by carcinomas, respectively (p>0.05). Elevated expression of non-membranous
beta-catenin was observed in dysplasias and carcinomas in both groups (p>0.05). High
cytoplasmic GAL3 expression was observed in dysplasias and carcinomas of gal3+/+ mice
(p<0.05). However, nuclear expression of GAL3 increased from dysplasias to carcinomas
(p=0.04). Neither nuclear nor cytoplasmic expression of galectin-3 was correlated with non-
membranous/membranous beta-catenin expression. In conclusion, oral carcinogenesis was
more evident in GAL3™" and absence of GAL3 seems not to be an important factor to trigger
the Wnt pathway in GAL3™ mice.

PALAVRAS CHAVE: carcinogénese bucal, imunohistoquimica, galectina-3, beta-catenina,

lingua, camundongos.

INTRODUCAO
Dentre os tipos de neoplasias malignas que mais frequentemente acometem o ser

humano, o carcinoma epidermdide de cavidade bucal ¢ um dos mais prevalentes no

8,18
mundo.”

Dados recentes tém mostrado que cerca de 390 mil novos casos de cancer de boca
sio diagnosticados anualmente em todo o mundo.*'® No Brasil, a incidéncia estimada de
casos novos em 2006 foi 13.470, colocando-o entre os seis mais freqlientes tipos de
neoplasias malignas no pais."® O aparecimento desse tipo de cancer esta relacionado ao uso
abusivo de tabaco e bebidas alcodlicas e, na maioria dos casos, apresenta um pobre
prognostico e uma alta taxa de mortalidade.”'” Diante desse quadro alarmante, estudos que
permitam compreender os mecanismos moleculares envolvidos no processo de
desenvolvimento desse tipo de neoplasia se faz necessario. Nesse sentido, o uso de modelos
de animais tem se tornado promissor, em especial modelos que utilizam animais modificados
geneticamente, pois permitem analisar o papel de proteinas especificas no desenvolvimento
dessas doencas.

Galectinas (GALs) sdo membros da familia de lectinas de animais com afinidade para
residuos de beta-galactosideos de superficie celular através de um dominio de reconhecimento
de carboidrato de cerca de 130 aminoécidos altamente conservado na natureza.'”**** Ha 15
tipos de galectinas reconhecidas e a galectina-3 (GAL3) ¢ uma das mais estudadas. A GAL3 ¢
uma proteina de 30 a 35kDa, cujo gene esta localizado no cromossomo 14q21-22. #2023 A
GAL3 estd envolvida em diferentes processos fisioldgicos e patofisioldgicos, incluindo

aqueles associados ao desenvolvimento de neoplasias malignas, em especial na transformagao



456,18 . .
2% Trabalho realizado recentemente concluiu

neopldsica, progressdo tumoral e metéstase.
que a auséncia de GAL3 retarda o processo de carcinogénese em lingua de camundongos
knockout para GAL3 (GAL3™), indicando que ela atua diretamente na formacdo de neoplasia
bucal in vivo.” Contudo, os resultados da literatura sio ainda muito contraditdrios e pouco se
conhece sobre os mecanismos pelos quais a GAL3 exerce essas fungoes.

Assim como a GAL3, genes pertencentes a via de sinalizacio Wnt (4APC, CTNNBI,
AXINA e GSK-3f) contribuem para o aparecimento das neoplasias, incluindo os canceres de

4,42
boca.>*

Estudos recentes tém mostrado que essa via de sinalizagdo esta alterada durante a
tumorigénese, o que parece ser reflexo das diferentes funcdes exercidas pela beta-catenina,
bem como pela sua localizagdo no citoplasma, que ocorre quando hd mutagdes no gene APC,
GSK-3B, AXINA ou beta-catenina, onde contém o sitio de fosforilacio da GSK-3p.>**
Assim, componentes da via de sinalizagdo Wnt t€m sido relatados contribuir para génese de
diferentes neoplasias como carcinoma hepatocelular, meduloblastoma, melanoma, cancer de
ovario, prostata, pancreas, de colon e em tumores de glandulas salivares.”!%!? Além disso,
recentemente foi demonstrado que a GAL3 participa da via de sinalizagdo Wnt interagindo
com beta-catenina para promover a ativagdo transcricional dos genes da ciclina D1 e c-
Myc.***” Contudo, nenhum estudo ainda demonstrou se GAL3 e a beta-catenina estdo
associadas ao desenvolvimento de carcinomas de cabeca e pescoco.

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de carcinogénese bucal em
camundongos selvagem (GAL3"") e nocautes para GAL3 (GAL3”) desafiados com o
carcinégeno 4-nitroquinolona-1-6xido (4NQO). Além disso, estudamos a expressao por
imuno-histoquimica de GAL3 em amostras de lesdes displdsicas e carcinomas que se
desenvolveram somente em camundongos GAL3™" ¢ de beta-catenina nas mesmas lesdes,

mas em ambos os grupos de camundongos no sentido de procurarmos desvendar uma

possivel correlagao entre essas duas moléculas na carcinogénese bucal.

MATERIAL E METODOS

Animais

Camundongos GAL3™ gerados através de recombinacdo homologa e cruzados com
camundongos da linhagem C57BL/6 foram gentilmente cedidos pelo grupo do Hsu para esse
experimento.14 Vinte camundongos GAL3”, machos, de seis a oito semanas de idade, e
pesando entre 20 e 23g, foram usados nesse estudo. Da mesma forma, vinte camundongos

selvagens (GAL3+/+) da mesma linhagem e pareados quanto a idade e peso foram usados



como controle. Os camundongos GAL3” e GAL3™" foram divididos em dois grupos de
acordo com o periodo de sacrificio, como segue: semana 16, imediatamente apds o término do
tratamento com o 4-NQO (GAL3'/ 16 =10 ¢ GAL3" Tl N= 10) e semana 32, 16 semanas apos
o término do tratamento (GAL3'/ "n=10 ¢ GAL3"" n= 10). Todos os camundongos foram
colocados em gaiolas de plastico forradas com serragem e mantidos em temperatura de 22°C,
ciclo claro/escuro de 12/12h e alimentados com ragdo especifica ad libitum.

Protocolo de Experimentacio

O tratamento com o 4NQO foi baseado no protocolo descrito por Tang et al (2004). O
carcindgeno 4NQO foi previamente diluido em propilenoglicol na concentracao de Smg/mL
e, em seguida, em agua filtrada até atingir a concentragao de 100 pg/ml. Essa solucdo foi
administrada por um periodo maximo de 16 semanas ininterruptas em ambos os grupos de
camundongos. Durante todo o periodo de tratamento, a solugdo de 4NQO foi preparada e
trocada semanalmente nos frascos de beber dos camundongos. Ao final de 16 semanas, o
tratamento foi interrompido e os animais passaram a beber apenas agua filtrada, exceto os
grupos de camundongos GAL3" e GAL3"" da semana 16, os quais foram sacrificados
imediatamente ap6s o término do tratamento. Os outros dois grupos de camundongos GAL3™
¢ GAL3"" da semana 32 receberam agua filtrada por mais 16 semanas até o tempo de
sacrificio.

Exame Microscopico das Linguas

Apds anestesia profunda com éter etilico, seguida de deslocamento cervical, os
camundongos foram autopsiados, as linguas removidas e imediatamente fixadas em formalina
tamponada a 4% por 24 h. Apds esse periodo, realizou-se o estudo macroscopico das linguas
para contagem do numero de alteragdes presentes na superficie lingual. Dado sobre
localizagdo (regido dorsal, ventral e lateral), tamanho (<1,0, >1,0 e <1,5, >1,5 ¢ <2,0, >2,0) e
nimero de alteracdes linguais foram devidamente coletadas. Para estudo microscopico, as
linguas foram previamente cortadas transversalmente em cinco fragmentos, os quais foram
rotineiramente processados e incluidos em parafina. Na presenga de uma alteragdo em
superficie lingual, procurou-se representar da melhor forma possivel tal alteracdo para estudo
microscopico, além dos outros fragmentos da mesma lingua. Cortes de Sum de espessura
foram coradas pela Hematoxilina e FEosina (H&E) para a andlise microscopica. Para
diagnostico e classificacdo das displasias e carcinomas, foram usados os critérios
estabelecidos por Lumerman et al (1995) e Barnes et al. 2006 (OMS), respectivamente.”

Imuno-histoquimica



As proteinas beta-catenina ¢ GAL3 foram identificadas por imuno-histoquimica
através do método estreptavidina-biotina-peroxidase. Cortes histologicos de 3um de espessura
foram previamente montados em laminas silanizadas com organosilano (SIGMA Chemicol
Co, St Louis, MO, USA). Apo6s desparafinizagdo e desidratagdo, seguiu-se a recuperacao dos
epitopos antigénicos em solucdo tampao de EDTA, 1mM, pH 8.0 em microondas. Em
seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidase endogena com solu¢do de H,O, a 10V e da
biotina endégena (DAKO Co, Carpenteria, USA). Por fim, os cortes foram incubados com
anticorpos primarios anti-beta-catenina e anti-GAL3 (TIB 166, hlbridoma, da American Type
Culture Collection e gentilmente cedido pelo Roger Chammas) overnight a 4°C, em camara
umida. Apds lavagem em PBS, deu-se a incubagdo com anticorpos secundarios especificos
para cada anticorpo primario. A revelacdo da reacdo foi feita o 3' 3'-diaminobenzidina
tetrahidroclorido (DAKO Co, Carpenteria, USA) e os cortes contracorados com Hematoxilina
de Harris. Como controle positivo para beta-catenina ¢ GAL3, utilizou-se amostra de tonsila
palatina para cada reagdo. Para controle negativo das reagdes, os anticorpos primarios foram
substituidos pela solucdo diluente dos mesmos. Os anticorpos primarios e secundarios a serem
utilizados na imuno-histoquimica serdo definidos em momento apropriado.

Avaliacdo da Imuno-histoquimica

Para avaliar a expressao de GAL3 e beta-catenina, estabeleceu-se como indice de
positividade para beta-catenina (IBCAT) e GAL3 (IGAL3) como a relagao entre o nimero de
células marcadas e o numero total de células contadas nas areas de displasias e carcinomas.
Para a beta-catenina, considerou-se a sua localizagdo em membrana (padrdo membranoso-
IBCATm) e nucleo/citoplasma (padrdo ndo membranoso- [BCATnm). Para GAL3 (IGAL3),
considerou-se a sua localizagdo em nucleo (IGAL3n) e citoplasma (IGAL3c).

Analise Estatistica

Para avaliar a freqiiéncia de displasias e carcinomas entre os camundongos GAL3"" e
GAL3™ entre a semana 16 e 32 utilizou-se Teste Exato de Fisher. Para avaliar a média dos
indices de positividade entre beta-catenina (ndo membrana e membranosa) e GAL3 (nuclear e
citoplasmatica), utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Por fim, para
determinar se a expressao de GAL3 esta associada com a ativacdo da via de sinalizagdo Wnt,
procurou-se estabelecer uma correlagdo entre beta-catenina ndo membranosa € membranosa ¢
GALS3 nuclear e citoplasmatica em carcinomas de camundongos GAL3™" Para isso, utilizou-
se o teste de Correlagdo de Spearman. Os valores foram expressdo na forma de médias +

desvio padrao. Um p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.



RESULTADOS

Ao final do experimento, dois camundongos do grupo GAL3"" morreram, sendo um
da semana 16 e outro da semana 32. Ja no grupo GAL3™", seis camundongos morreram, sendo
dois da semana 16 e quatro da semana 32.

Avaliacio Macroscopica

Ao final do experimento, o niimero de animais acometidos por altera¢des linguais

aumentou em ambos os grupos, em especial no grupo GAL3 ™"

da semana 32, em que 100%
dos camundongos desenvolveram alteragcdes em lingua. Da mesma forma, o numero de
alteragdes também aumentou em ambos os grupos entre a semana 16 e 32, embora esse
incremento tenha sido maior no grupo GAL3"" da semana 32 (sete vezes) do que no grupo
GAL3™ (duas vezes) de mesma semana. Em relagdo a localizagio, tanto no grupo GAL3™"
quanto no grupo GAL3™", o local mais acometido foi a superficie dorsal, sendo 18 lesdes no
Grupo GAL3"" ¢ 10 no grupo GAL3™, seguido pelas superficies ventral (oito vs seis,
respectivamente) e lateral (sete vs quatro, respectivamente). Esses dados podem ser

visualizados na Tabela 1.

TABELA 1 — Numero e localizacio das alteracoes em superficie lingual de

camundongos GAL3" e GAL3"" nos diferentes periodos de observacio.

(o)
N° de Animais |V 1otal de Regides da Lingua

Grupos Alteracoes

s )
Acometidos (%) Macroscopicas  Dorsal  Lateral  Ventral

GAL3"" 18 7 8
GAL3"" 34 3(33,3) 4
GAL3™"3, 9(100) 29

GAL3™ 10 4 6
GAL3" 3 5(62,5) 6

GAL3" 3 6(83,3) 14



O tamanho das lesdes variou em ambos os grupos. Alteragdes grandes em superficie
lingual (>1,5mm) foram encontradas tanto nos animais GAL3"* quanto GAL3™. Contudo, o
numero de alteragdes linguais >1,5mm foi proporcionalmente maior no grupo GAL3™" (11
alteragdes) do que no grupo GAL3™ (seis alteragdes) da semana 32. Além disso, o numero de
alteragdes linguais menores ou iguais a 1,0mm foram mais evidentes nos camundongos
GAL3™" (20 alteragdes) do que nos camundongos GAL3™ (11 alteragdes). Esses dados

podem ser visualizados na Tabela 2.

TABELA 2 - Distribuicio das alteracées linguais segundo suas dimensdes em

camundongos GAL3" e GAL3"* de acordo com o periodo de observacio.

Tamanho das Alteracoes em Lingua em mm

Subgrupos
Total de lesoes <1,0 >1,0e<1,5 >15e<2,0 >2.0
GAL3"" 5 4 3 1 0 0
GAL3""3, 29 17 1 6 5
GAL3™ 15 6 4 1 1 0
GAL3" 3, 14 7 2 3 2

Avaliacdo Microscopica

Pode-se observar que em ambos os grupos o processo de carcinogénese bucal ocorreu,
visto que lesdes displésicas e carcinomas foram encontrados tanto no grupo GAL3"* quanto
no grupo GAL3™. Ao final do experimento, 10 camundongos GAL3™" (55,5%) e quatro
camundongos GAL3™" (28,55) foram diagnosticados com carcinoma. Em ambos os grupos’, o
nimero de animais acometidos por displasia diminuiu e o de carcinoma aumentou entre a
semana 16 e 32, embora esse aumento tenha sido maior no grupo GAL3"" da semana 32.

Nesse caso, 88,9% dos camundongos desenvolveram tumor, ao passo que 50% dos animais



GAL3™ foram diagnosticados com o mesmo tumor (Tabela 3). Contudo, ndo houve uma

diferenca estatisticamente significante em relacdo ao niumero de displasias e carcinomas entre

++

os grupos GAL3"" ¢ GAL3™" nos diferentes periodos de observagio (p>0.05).

TABELA 3 — Numero de displasias e carcinomas diagnosticado na lingua de

+/+

camundongos GAL3"" ¢ GAL3™ de acordo com o periodo de observagio.
Auséncia
Grupos de Displasia | Carcinoma

Alteracoes

GAL3""1 1 6 2

GAL3 "'y 0 1 8

GAL3™" 35 0 7 1

GAL3" 3, 0 3 3

Imuno-histoquimica

A média de positividade para beta-catenina ndo membranosa nas displasias dos grupos
GAL3" e GAL3"" foi de 58 + 30,9% e 48 + 24,9%, respectivamente. Por outro lado, a média
de positividade para beta-catenina membranosa nessas mesmas lesdes nos grupos GAL3™ e
GAL3™" foide 4 + 5,2% e 4.3 £+ 6,6%, respectivamente. Em relacdo aos carcinomas, a média
de positividade para beta-catenina ndo membranosa foi de 44,7 + 28,4% para as lesdes que se
desenvolveram no grupo GAL3" ¢ 58,7 + 24,9% para aquelas lesdes diagnosticadas no grupo
GAL3™. De forma semelhante ao observado nas lesdes displasicas, a expressio de beta-
catenina membranosa nessas mesmas lesdes foi baixa em ambos os grupos, ou seja, 1,6 £
1,3% no grupo GAL3” e 7,7 + 6,8% no grupo GAL3"". Contudo, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi encontrada entre displasias e carcinomas quanto a expressao

de beta-catenina membranosa/ndo membranosa nos dois grupos estudados (p>0,05) (Figura

1.
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Figura 1: indice de positividade média para beta-catenina. A: indice de positividade para beta-
catenina membranosa entre lesdes displasicas entre os camundongos GAL3™ (KO) e GAL3"*
(WT); B: indice de positividade para beta-catenina ndo membranosa entre lesdes displéasicas
entre os camundongos GAL3™" (KO) e GAL3"" (WT); C: indice de positividade para beta-
catenina membranosa entre carcinomas entre os camundongos GAL3” (KO) e GAL3™*
(WT); D: indice de positividade para beta-catenina ndo membranosa entre carcinomas entre
os camundongos GAL3” (KO) e GAL3"" (WT). IM: indice de positividade membranoso;
INM: indice de positividade ndo membranosa; D: displasia; Ca: carcinoma; BetaCat: beta-
catenina. Nenhuma diferenca estatisticamente foi encontrada nessas analises (p>0,05).

Em rela¢do a GAL3, um indice de positividade média foi estabelecido nas displasias e

+/+ L1
” Um aumento na média de

carcinomas que desenvolveram somente no grupo GAL3
positividade para GAL3 nuclear foi encontrado de displasias para carcinomas, ou seja, 9 +
6,9% e 15,7 = 8,1%, respectivamente. Essa diferenca foi estatisticamente significante
(p=0.04), indicando que a mudanca de um estado pré-neoplasico para neoplasico leva ao
acimulo de GAL3 nesse compartimento celular. Por outro lado, a média de positividade para
GALS3 citoplasmatica foi elevada ambas as lesdes (41,1 = 27% para displasia e 51,4 £ 21,2%
para carcinomas). Contudo, essa diferenca nao foi estatisticamente significante, indicando que

o aumento da expressdo citoplasmatica de GAL3 ndo parece estar associado a transformagao

neoplésica de carcinomas epidermoides de boca.
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Figura 2: indice de positividade média para GAL3 em displasias e carcinomas de
camundongos GAL3"". A: indice de positividade para GAL3 citoplasmatica entre displasias e
carcinomas; B: indice de positividade para GAL3 nuclear displasias e carcinomas.
Icitoplasma: indice de positividade citoplasmatico (*p=0,04); Inticleo: indice de positividade
nuclear; Ca: carcinoma; D: displasia; GAL3: galectina-3.

Por fim, para determinar se a expressdo de GAL3 est4 associada com a ativacdo da via
de sinalizacdo Wnt, procurou-se estabelecer uma correlagdo entre beta-catenina nado
membranosa/membranosa ¢ GAL3 nuclear/citoplasmatica em carcinomas do grupo GAL3™".
De acordo com a Figura 3, nem beta-catenina membranosa nem beta-catenina nao
membranosa estava correlacionada com GAL3 nuclear/citoplasmatica, indicando que essa

lectina pode nao ser uma importante mediadora dessa via sinalizagao.
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Figura 3: Analise de correlagdo entre beta-catenina e GAL3. A: correlacdo entre beta-catenina
membranosa e GAL3 citoplasmadtica; B: correlagdo entre beta-catenina membranosa e GAL3
nuclear; C: correlagdo entre beta-catenina ndo membranosa ¢ GAL3 citoplasmatica; D:
correlagdo entre beta-catenina ndo membranosa € GAL3 nuclear. INM: indice de positividade
nao membranosa; IM: indice de positividade em membrana; BetaCat: beta-catenina; Inucleo:
indice nuclear; Icitoplasma: indice citoplasmatico; GAL3: galectina-3. Nenhuma significancia
foi encontrada nessas analises de correlagdo (p>0,05).

DISCUSSAO
Existem inimeros modelos de animais utilizados para o estudo da carcinogénese

bucal, os quais variam quanto ao tipo de animal, de carcinégeno empregado e tempo de
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inducdo.***' A maioria dos estudos utilizam os carcinégenos 7,12-dimetilbenzoantraceno
(DMBA) e 0 4NQO. Contudo, trabalhos mais recentes t€m mostrado que o 4NQO apresenta
vantagens em relacdo ao DMBA, principalmente no que diz respeito a ausé€ncia de efeitos
secundarios teciduais apds sua aplicagdo e ao desenvolvimento de tumores com aspectos
microscopicos similares aos de humanos.'®*® Além disso, 0 mecanismo de a¢do do 4NQO ¢
similar ao do tabaco e radiacdo actinica, as principais causas de cancer de boca e labio,
produzindo adutos de DNA nas bases nitrogenadas adenina e a guanina através agdo de
espécies reativas de oxigénio ou via intermedidrio metabolico 4-hidroxiaminoquinolona-N-
oxido (4HAQO). *'"*-° 0 modelo empregado nesse estudo ¢ igual ao descrito recentemente
por Tang et al (2004), o qual administrou 4NQO dissolvido na dgua na concentracdo de
100pg/ml. Os nossos resultados foram similares aos encontrados por ele, com o processo de
carcinogénese bucal ocorrendo no grupo GAL3™" ¢ GAL3™” e com o desenvolvimento de
varias alteragdes patologicas tanto macroscopicas € quanto microscopicas no epitélio lingual.
A maioria das alteragdes desenvolveu em regido dorsal de lingua, sendo 18 no grupo
GAL3"" ¢ 10 no grupo GAL3™". Esse aspecto parece estar associada a quantidade de enzima
4NQO redutase presente na superficie dorsal da lingua.” De acordo com Booth et al 1990,
uma elevada concentragdao dessa enzima pode estar relacionada com a morfologia do tecido
epitelial dorsal, com a presenga de maior numero de papilas epiteliais e, portanto, de células,
aumentando a disponibilidade da enzima. Além disso, o numero total de alteracdes em

++

superficie lingual foi maior no grupo GAL3"" (33 alteragdes) do que no grupo GAL3™ (20
alteragdes). Somado a isso, tem-se que o nimero de alteracdes aumentou entre a semana 16 e
semana 32 em ambos os grupos, sendo isso mais evidente no grupo GAL3™" (de 4 para 29
alteracdes). Embora ndo tenha sido estudo aqui, € possivel predizer que a auséncia da GAL3
esteja reduzindo a proliferagdo celular, um dos mecanismos que levam ao aparecimento de
lesdes teciduais.” Estudos recentes tém mostrado que a GAL3 ativa genes associados a

- ~ -1 36,37
proliferacdo celular, como ciclina D1 e c-myc.”

Por outro lado, essa diferenca pode estar
relacionada a quantidade de carcindgeno ingerido por cada animal, o que também refletiria no
nimero de alteragdes ao final do experimento. Por fim, o menor numero camundongos
GAL3"" acometidos por alteracdes linguais na semana 16, se comparada aos camundongos
GAL3™, pode ser decorrente da niio expressio clinica de algumas alteracdes durante a analise
macroscopica. Como ja descrito na literatura, mucosa exposta ao 4NQO pode ter uma

aparéncia normal mesmo na presenga de um carcinoma invasivo situado profundamente no

tecido.*®
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Em relagdo ao tamanho, observou-se maior nimero de alteragcdes >1,5mm no grupo
GAL3"" (11 alteragdes) do que no grupo GAL3™ (cinco alteracdes). Interessante, que em
ambos os grupos essas alteracdes se desenvolveram somente na semana 32. Como a maioria
dos carcinomas apresenta dimensdes relativamente grandes se comparada as lesdes
displasicas, € possivel afirmar que a menor freqiiéncia de lesdes >1,5mm em camundongos
GAL3" seja um indicativo de uma menor tendéncia ao desenvolvimento de carcinomas nesse
grupo. Contudo, tumores com dimensdes pequenas microscopicamente foi encontrado em
ambos 0s grupos, o que nao nos permite afirmar categoricamente a existéncia de uma relagao
entre tamanho e tipo de lesdo. Outros estudos relacionando tamanho das alteragcdes
macroscopicas com o tipo de lesdo em microscopia sdo necessarios para confirmagdo de tal
percepgao.

De modo geral, os nossos achados microscopicos sdo similares aos encontrados em
outros estudos de carcinogénese bucal induzido por 4NQO.***' Contudo, a incidéncia de
camundongos que desenvolveram carcinomas foi maior no grupo GAL3™" do que no grupo
GAL3™" (55,5% versus 28,5%, respectivamente). Embora ndo tenha sido estatisticamente
significante, o nimero de camundongos GAL3"" com carcinoma na semana 32 foi quase trés
vezes maior que o de camundongos GAL3™". Esses dados indicam, embora hipoteticamente,
que o processo de carcinogénese bucal foi mais marcante no grupo GAL3"" do que no grupo
GAL3™, em especial na semana 32. Esses dados sdo muito parecidos com os de Abdel-Aziz
et al (2008), que encontrou uma alta incidéncia de tumores pulmonares em camundongos
GAL3"" ao final de 32 semanas (p<0,05). Varios estudos tém mostrado que a GAL3 regula
diferentes mecanismos intracelulares, tais como proliferacio e diferenciagdo celular,
transformagio neoplasica e progressio tumoral.””’?’ Além disso, outros trabalhos tém

. . . . ~ 4
relacionado GAL3 com a via de sinalizacio Wnt*>>"*

uma importante via reguladora da
proliferacdo celular e que estd frequentemente alterada em diferentes tumores.”’ Como
demonstrado por Abdel-Aziz et al (2008), a via de sinalizagdo Wnt estd frequentemente

alterada em camundongos GAL3™"

. Isso, de fato, poderia explicar a maior incidéncia de
tumores em camundongos GAL3"" em seu estudo. Extrapolando esse dado ao nosso estudo, ¢
possivel afirmar que a maior incidéncia de tumores em animais GAL3"" observado poderia
estar relacionada com altera¢ao da via de sinalizacao Wnt.

A analise imuno-histoquimica mostrou que o indice de positividade para beta-catenina

ndo membranosa foi maior que a membranosa nas displasias e nos carcinomas de ambos os

grupos. Esses achados sdo similares ao encontrado por Sato et al (2002), que observou
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expressdo de beta-catenina ndo membranosa em 62% das lesdes displasicas e 50% dos
carcinomas em lingua de ratos desafiados com 4NQO. Esses achados indicam que a via de
sinalizagdo Wnt estd ativa tanto em animais GAL3"" quanto GAL3" e que o acimulo de
beta-catenina ndo membranosa ¢ um evento inicial no processo de carcinogénese. Além disso,
um maior indice de positividade para beta-catenina ndo membranosa em carcinomas de
camundongos GAL3"" sugere uma maior ativagdo da via de sinalizagio Wnt." Contudo, ndo
ha estudos mostrando comparativamente ativagdo da via de sinalizagdo Wnt em lesdes bucais
induzidas experimentalmente em camundongos GAL3"" ¢ GAL3™. Além disso, estudos
descrevendo a expressao imuno-histoquimica de beta-catenina em lesdes displasicas e
carcinomas desenvolvidos experimentalmente em animais GAL3"" ndo tem sido relatado na
literatura. Assim, esse trabalho ¢ pioneiro, na medida em analisou a expressdo de beta-
catenina em displasias e carcinomas em camundongos GAL3"". Portanto, nossos dados
indicam que a regulacdo dos niveis protéicos de beta-catenina ndo membranosa nao esta sob
influéncia da GAL3.

Em relag@o a expressdo imuno-histoquimica da GAL3, nossos achados mostraram que
houve um predominio de imunoreatividade citoplasmatica em ambas as lesdes, em especial
nos carcinomas. Contudo, esses resultados ndo atingiram um nivel de significancia. Nao
obstante a isso, uma maior positividade citoplasmatica para GAL3 tem sido observada em
outros tumores, como carcinoma de pequenas células de pulméo e carcinomas de lingua.'*~!
No estudo de Honjo et al (2000), por exemplo, a positividade nuclear para a GAL3 em
carcinomas de lingua foi de 4,3% e a citoplasmatica foi de 84,9%. Por outro lado, nods
encontramos que o indice de positividade nuclear aumentou significantemente na transi¢cao de
uma condi¢do pré-neoplésica para neoplasica (9% para 15,7%, respectivamente). O aumento
da expressdo nuclear de GAL3 na transicdo de uma displasia para um carcinoma tem sido
observado na literatura.’'*® Somado a isso, alguns estudos tém sugerido que localizag¢io
subcelular de GAL3 pode estar relacionada com progressdo tumoral para certas

: 19,20,26,32
neoplasias.”'**%

No estudo de Puglisi et al (2004), uma associagdo entre GAL3 nuclear e
prognéstico ruim para carcinomas de pequenas células de pulmdo foi encontrado.
Similarmente, outro estudo relatou uma associagao entre GAL3 nuclear e recorréncia para
carcinomas epidermoides e adenocarcinomas de pulmio.” De fato, estudos tém mostrado que

12,1524
2" Paron et al

a GAL3 nuclear induz proliferacao celular atuando como agente mitogénico.
(2003), por exemplo, mostraram que a GAL3 modula e interage no nucleo com o

homeodominio do fator de transcricdio TTF-1, um importante fator de transcri¢do génica



15

envolvido na proliferacdo de células tireoidiana. Nesse sentido, ¢ possivel predizer que o
aumento da expressdo de GAL3 nuclear entre as lesdes displdsicas e carcinomas poderia
indicar um evento inicial no processo de transformacdo maligna durante a carcinogénese
bucal, desencadeando a ativagdo da proliferacao celular. " Por fim, a analise entre GAL3
nuclear/citoplasmatica e beta-catenina ndo membranosa/ membranosa mostrou nenhuma
correlacdo entre elas. Esses resultados sdo diferentes do encontrado por Weinberger et al
(2007), em que mostrou uma forte correlacdo entre GAL3 e beta-catenina ndo membranosa
em amostras de carcinomas de tiredide. Por outro lado, sdo similares aos encontrados por
Ferrazzo et al (2009) em que ndo encontrou nenhuma correlagdo entre beta-catenina ndo
membranosa e GAL3 em uma amostra de tumores de glandula salivar.

Em conclusdo, nosso estudo mostrou que o processo de carcinogénese bucal foi mais
evidente nos camundongos GAL3"". Além disso, comparando os nossos resultados com
aqueles da literatura sobre a expressao de beta-catenina e GAL3, ¢ possivel predizer que a via
de sinalizagdo Wnt est4 ativa em ambos os camundongos e que a auséncia de GAL3 parece
ndo interferir na mediagdo dessa importante via em lesdes displasicas e carcinomas. Assim,
outros estudos sdao necessarios para compreender melhor os mecanismos envolvidos no

processo de carcinogénese bucal em camundongos GAL3™".
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