Avaliagao molecular de musculos mastigadores apds administragao experimental de um carcinogénio

Introducao

As neoplasias da cavidade oral sdao responsaveis por 7% dos novos casos de doenca

1

oncoldgica em todo o mundo, com cerca de 270 000 novos casos anuais ~. Em paises

considerados desenvolvidos, este tipo de neoplasias apresentam-se como a quinta mais
comum nos homens e a sétima mais comum nas mulheres . Tém sido avancados
diversos factores para explicar as suas altas taxas de incidéncia, sendo o &lcool e o
tabaco reconhecidos por varios autores como factores de risco primarios para as
neoplasias da cavidade oral %3®78 A par destes, tém sido também descritos factores
nutricionais, genéticos e ocupacionais >3. A ma higiene da cavidade oral é apontada

como factor de risco segundo alguns autores 235,

Mais de 80% das neoplasias da cavidade oral diagnosticadas nos EUA e na Europa tém

245 Alids, de acordo com a

origem em habitos tabagicos e alcodlicos marcados
esmagadora maioria da literatura, hoje o tabaco representa por si s6 a maior causa de

doenca e morte que poderia ser prevenida *.

O tratamento das neoplasias da cavidade oral passa geralmente pela cirurgia radical 8.
Em estadios mais avancados da doenca sdo usadas altas doses de radioterapia para
eliminar eventuais focos oncoldgicos residuais 8. Ainda assim, os doentes com tumores
de grande tamanho e alto potencial metastatico tém taxas de sobrevivéncia de 30% aos
5 anos, enquanto os doentes com tumores menos agressivos apresentam taxas que

variam dos 80 aos 90% no mesmo periodo 8.

E fundamental que os clinicos que lidam com estas patologias sejam dotados de um alto
grau de experiéncia clinica, essencial para um correcto diagnéstico 8. O uso de anélises
sanguineas para deteccdo e despistagem de marcadores oncoldgicos € apontado como
uma area de sobeja importancia na oncologia, ao permitir diagnosticos precoces de
patologias que, de outra forma, teriam um percurso extremamente doloroso e nefasto

para os doentes 8.

Por outro lado, tém sido realizados varios estudos sobre os efeitos carcinogénicos e sobre
a propria via de oncogénese do tabaco, enquanto os seus efeitos ndo-carcinogénicos -
moleculares, toéxicos, hormonais - tém sido pouco valorizados, embora estes também

possam influenciar a via oncogénica.
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O uso de bio-marcadores tem, assim, sido objecto de investigacdo na oncogénese

experimental como parte critica na resolucdo de um dos problemas de saide humana
mais complexos. O presente trabalho tem como objectivo a revisao bibliografica sobre os
varios métodos moleculares aplicados actualmente para a descoberta de bio-marcadores,
como sejam a gendmica, a protedmica, a metaboldmica e a imunohistoquimica, com
particular interesse nos efeitos moleculares, uma vez que estes precedem os efeitos
histo-morfoldgicos ditos carcinogénicos, sobre os quais muita investigacao tem sido feita
ao longo dos anos e que nado tera, como tal, interesse neste trabalho em particular. Este
trabalho de mestrado conta ainda com uma contribuicdo pessoal, onde o autor apresenta
um modelo experimental sobre o perfil metabdlico dos musculos mastigadores normais
para posteriores estudos de alteragdes decorrentes da administracao experimental de um

carcinogénio.

Aspectos morfo-funcionais dos misculos mastigadores

Histofisiologia do musculo esquelético

As células musculares esqueléticas (ou células estriadas), tal como as células musculares
cardiacas e as células musculares lisas, ou células do movimento involuntario, pertencem
ao grupo das células contracteis °. Estas células sdo adaptadas especialmente para a
geracdo de forgas contracteis por interaccdo das cadeias de proteinas actina e miosina °.
Dentro deste grande grupo de células contracteis temos, além das células musculares, as
células mio-epiteliais, os mio-fibroblastos e os pericitos °. Os pericitos sdo células lisas,
gue partilham semelhancas com as células musculares e sao encontradas ao redor de
vasos sanguineos. As células mio-epiteliais sdo uma componente importante de certas

glandulas excretoras °.

As células musculares esqueléticas formam a base estrutural dos musculos °. Estes
musculos possuem movimentagdo voluntaria controlada pelo sistema nervoso central e

participam na manutencdo da postura corporal °.
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As células do musculo esquelético sdo multinucleadas, resultado da unido e fusao dos
mioblastos. Os nucleos deslocam-se para a periferia das células, podendo mesmo estar
na proximidade da membrana citoplasmatica *!!. As células do musculo esquelético s&o
longas e finas, de forma cilindrica, com um didmetro de aproximadamente 50 a 60 ym
em adultos, atingindo comprimentos até 10 cm, dependendo da sua localizagdo °'l.
Durante a diferenciacdo dos mioblastos ha uma grande expressao das proteinas actina e
miosina, que ficam alinhadas em sarcémeros. Os sarcomeros sdo colocados topo-a-topo
e alinhados em perfeicdo para formarem a unidade estrutural celular - as miofibrilhas **.
Centenas de miofibrilhas vao assim ocupar a quase totalidade do sarcoplasma das células

musculares 1.

Organizacao do misculo esquelético

Num musculo volumoso, como sejam por exemplo o musculo deltéide ou o masseter, as
fibras musculares estdo organizadas em grupos de feixes, sendo este conjunto de feixes
envolvido por uma membrana de tecido conjuntivo designada de epimisio *?. Do epimisio
partem finos septos de tecido conjuntivo que se dirigem para o interior do musculo,
separando os feixes. Estes septos sdo designados de perimisio, envolvendo pequenos
grupos de feixes musculares 2. Cada fibra muscular, individualmente, é envolvida pelo
endomisio, que é formado pela Idmina basal da fibra muscular, associado a fibras
reticulares. O endomisio apresenta escassa populagdo celular, sendo constituido na sua
grande maioria por fibroblastos 2. Todas estas membranas de tecido conjuntivo tém
como objectivo final a perfeita unido entre todas as fibras musculares, permitindo que a
forca de contraccdo gerada por cada uma actue sobre todo o musculo. Este tecido
conjuntivo tem um papel funcional importante, j@ que muitas vezes estas fibras

12/ £ ainda por

musculares ndo se estendem de uma extremidade a outra do musculo
intermédio do tecido conjuntivo que as forcas da contracgdo muscular sdo transmitidas a

outras estruturas, como os tenddes e 0ssos.

Também as fibras musculares apresentam uma estrutura complexa. Quando observadas
ao microscépio 6ptico mostram estriagdes transversais, pela alternancia de feixes claros
e escuros 2. Estas foram classificadas apds observacdo por microscépio de polarizagdo,
onde se observou uma banda escura que possuia anisotropia, dai recebendo o nome de
banda A, enquanto a faixa clara era isotrdpica, pelo que é designada banda I 2. No

12

centro de cada banda I nota-se uma linha transversal escura - banda Z Estas

estriacbes transversais ocorrem pela repeticdo das unidades sarcoméricas. Cada
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sarcomero mede cerca de 2,5 ym e é formado pela parte da miofibrilha que fica entre as
duas linhas Z sucessivas, contendo uma banda A a separar as duas semi-bandas I '°. As
miofibrilhas possuem um didmetro de 1 a 2 ym, sdo paralelas ao eixo maior da fibra

muscular e consistem num arranjo perfeito e repetitivo de sarcémeros 2.

A microscopia electrénica de varrimento, as miofibrilhas revelam a presenca de
filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina, dispostos longitudinalmente e

organizados numa distribuicdo simétrica e paralela *°.

Esta organizacdo € mantida por
varias proteinas, como por exemplo os filamentos intermediarios de desminas, que ligam
as miofibrilhas umas as outras. Para além das proteinas actina e miosina, as miofibrilhas
do musculo esquelético possuem ainda as tropomiosinas, proteinas com cerca de 40 nm
de comprimento que se unem umas as outras pelas extremidades para formar filamentos
localizados ao longo do sulco existente entre dois filamentos de actina °. As miofibrilhas
possuem ainda a troponina, um complexo de trés sub-unidades proteicas: o TnT, que se
liga fortemente a tropomiosina; o TnC, que permite a ligagdo com os iGes calcio; e o Tnl,
gue cobre o local activo da actina, onde ocorrem as interaccbes entre a actina e a

12 Cada molécula de tropomiosina possui um local especifico para a ligagdo

miosina
deste complexo de troponina. E a partir deste local activo na troponina que a actina

interage com a miosina e permite os movimentos musculares, com contraccdes vigorosas
12

Existem dois tipos de fibras musculares esqueléticas - as fibras de contraccdo lenta
(Fibras S ou tipo I) e as fibras de contracgdo rapida (Fibras F ou tipo II). A cada unidade
motora estd associada apenas um destes tipos de fibras *%’. As fibras de contracgdo
lenta sdo menos susceptiveis a fadiga, estando assim preparadas para performances
prolongadas **’. S&o fibras intensamente irrigadas por capilares sanguineos e com uma
grande densidade de mitocondrias, possuindo armazenadas grandes quantidades de
energia na forma de lipidos e tendo ainda a mioglobina, que permite o armazenamento
de oxigénio de curta duragdo **’. As fibras de contraccdo rapida sdo responsaveis por
contraccGes musculares extremamente rapidas e breves; sofrem de fadiga rapidamente,

possuem grandes quantidades de glicogénio mas pequenas quantidades de mioglobina
13,47,85

A contracgdo muscular depende da disponibilidade de ides Ca®*, havendo relaxamento
muscular quando a concentracdo deste ido diminui no sarcoplasma. O reticulo

12, Quando a membrana do

sarcoplasmatico armazena e regula o fluxo destes ides
reticulo sarcoplasmatico é despolarizada por estimulos nervosos, ha abertura dos canais
de célcio e estes saem por difusdo passiva, actuando sobre uma das sub-unidades da

troponina e permitindo a formagao de pontes entre a actina e a miosina. Quando cessa a
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despolarizacdo, a membrana do reticulo sarcoplasmatico, por processos activos
consumidores de energia, transfere Ca®* para o interior das suas cisternas e interrompe
a actividade contractil *°.

O musculo esquelético é o Unico tipo muscular que possui placas terminais motoras 3. A
transmissdo de estimulos de um axdénio motor para uma fibra muscular ocorre através
destas interfaces mediante uma sinapse quimica. O neurotransmissor envolvido é a
acetilcolina, que se liga aos N-colinoreceptores 3. Ao contrario da maioria dos receptores
sinapticos, estes ndo sdo mediados primariamente por transferéncia idnica, e muito
embora ocorram fendmenos de despolarizacdo, estes ndo sdo determinantes; ao invés, a
probabilidade de abertura destes receptores aumenta consoante a concentracdo de

13 Isto é confirmado pela prépria cessagdo da

acetilcolina presente na fenda sinaptica
transmissao sinaptica que ocorre por dois factores: o primeiro é a degradagao rapida da
acetilcolina por uma acetilcolinesterase e o segundo é a difusdao de acetilcolina para fora

da fenda sinaptica 3.

Métodos de avaliacao molecular dos muisculos mastigadores

Gendomica

A publicagdo do genoma humano marcou uma mudancga na investigagao cientifica, que
alguns autores descrevem como a época pds-gendmica °>>*8, A sequéncia do genoma
humano tem aproximadamente 30000 a 40000 genes °. Todas as células do mesmo
individuo tém o mesmo genoma, enquanto diferentes individuos da mesma espécie tém
um genoma 99,9% idéntico °. Esta diferenca de 0,01% pode parecer de menor
importancia, mas ndo o € de facto; sdo nestes 0,01% de variabilidade genética que
enquadramos os polimorfismos genéticos, envolvidos frequentemente na manifestacao

genética diferenciada de variadas patologias °.

A utilizagdo de técnicas de ordenamento automatico do DNA, que permitem a clonagem
de fragmentos de DNA na ordem dos 100 kb de comprimento e a utilizagao de algoritmos
informaticos para organizar toda esta informacdo, permitiu a descoberta do patriménio

genético humano e também de algumas espécies chave na experimentacdo animal °.

Pagina 5



Avaliagao molecular de musculos mastigadores apds administragao experimental de um carcinogénio

Para a expressao genética ocorrer, ha a formacdo de RNAm transcrito a partir do DNA
obtido de células do individuo, para que a partir deste ocorra a formacdo de uma
determinada cadeia proteica °. Uma vez que o RNAm é uma cépia exacta da regido
correspondente do DNA, este pode ser analisado para avaliar a expressao génica daquele
individuo, ampliando assim os conhecimentos sobre patologias moduladas por factores

genéticos °.

Os microarrays de DNA revolucionaram a maneira de analisar os genes, através da
monitorizagdo simultanea dos produtos de RNA de milhares de genes 31/32:33:34:3540,43,48
Os microarrays de DNA sdo laminas de vidro crivadas com um grande numero de
fragmentos de DNA, cada um contendo uma sequéncia de nucledtidos que ird servir

como “sonda” para um gene especifico 31/323%3539,414846

Para a utilizacdo dos
microarrays de DNA, o RNAm das células-alvo do estudo é extraido e copiado sobre a
forma de DNA complementar, ou DNAc. O DNAc é mais facil de manipular do que o
RNAmM, sendo marcado com uma sonda fluorescente. Este microarray € incubado com a
amostra de DNAc marcada e hibridizada. O microarray é depois lavado para remover
eventuais moléculas ndo-ligadas e as posicbes nas quais os fragmentos de DNA
marcados hibridizaram sdo identificados com pontos fluorescentes, por um microscépio

R 31,34,35,39,41,43

automatizado de varrimento a LASE As posicdes neste array sao

comparadas com os genes, podendo recorrer-se a utilizacdo de software informatico

especifico, correspondendo cada uma das marcagdes a um gene em particular 334414243,

Tém sido conduzidos iniUmeros ensaios nos Ultimos anos com recurso a utilizacdo de
microarrays de DNA, averiguando a sua importancia de um ponto de vista clinico
10,34,35,36,3947 ' De facto, tem sido publicada uma quantidade enorme de informagdo, sendo

necessario distinguir aquela que verdadeiramente interessa ao investigador %3740,

O fenédtipo de um qualquer organismo é estabelecido de acordo com a expressdo de
varios genes. Uma vez que os microarrays de DNA analisam o RNAm, e estes, por sua
vez, ddo indicacdo dos genes activos, estes fornecem ao investigador um perfil de
expressdo génica %%, A identificacdo destes genes activos tem o potencial de identificar
vias metabdlicas e mecanismos patogénicos, identificar bio-marcadores e novos alvos

103739 Aplicando esta tecnologia num individuo apenas, poderemos

terapéuticos
identificar determinado perfil de expressdao génica que seja compativel com alguma
doenca ou quadro patoldgico conhecido. De facto, os perfis de expressdo génica da
leucemia aguda, do melanoma e do cancro da mama tém sido identificados e usados

para, de alguma forma, classificar a gravidade destas patologias 1038444,
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Tem havido indicagdes para o seu uso na investigacao experimental da oncogénese oral
10,0 desenvolvimento das neoplasias orais implica dano genético progressivo, perda de
heterogeneidade e a inactivacdo de genes supressores de neoplasias '°. Por outro lado, e
por muito que pareca que as margens de tumores excisados parecam histologicamente
normais, existe evidéncia crescente que o dano genético pode ser mais extenso do que
se verifica & microscopia, hipdtese que explica alguns casos de recorréncia '°. Assim, os
microarrays de DNA poderdo ser usados para avaliar o grau de dano genético tanto no
tumor como no tecido adjacente, podendo acrescentar informagdes valiosas nos campos

do tratamento e progndstico 193%44,

Protedmica

nw

Numa era pds-gendmica, a protedmica assumiu-se como a proxima “-O0mica” a ser

investigada ©°°

. A protedmica é o equivalente proteico a gendmica, englobando um
vasto conjunto de tecnologias viradas para a determinacdo da identidade e qualidade de
proteinas expressas em diferentes células, bem como a sua estrutura tri-dimensional e
interacgdes ©°. Este campo da ciéncia tem tido bastante expressdo na area da oncologia,
nomeadamente na descoberta de grupos proteicos envolvidos na oncogénese, bem como
na descoberta de bio-marcadores para o diagndstico, prognostico e deteccdao de

recorréncia °°°,

A protedmica define-se como o estudo de todas as proteinas produzidas pelas células ou
por micro-organismos, envolvendo a identificacdo e quantificagdo das proteinas

presentes no corpo e a determinacdo do seu papel em fungbes fisioldgicas e

65,66,69,72

fisiopatoldgicas O proteoma define-se assim como todo o conjunto proteico

presente numa determinada célula ou micro-organismo 6°:6:69.72,

Uma vez que sdo proteinas que estdo directamente envolvidas nos processos celulares e

bioguimicos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, é légico assumir que do seu estudo advird um

maior conhecimento dos processos patoldgicos ©°.

Por outro lado, o genoma celular
permanece relativamente inalterado ao longo do tempo, ao passo que o proteoma sofre
inGmeras alteracbes, dependendo, em parte, da activacgdo e desactivacdo de
determinados genes celulares e a sua transcricao 65 Alids, face a esta mesma natureza
dinamica, alguns investigadores usaram o termo protedmica funcional para descrever o

6

conjunto proteico de uma célula hum determinado espaco de tempo ®°. Se pensarmos
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gue o genoma € constituido por aproximadamente 30 000 genes que codificam
aproximadamente 40 000 proteinas, e que mecanismos como o splicing alternativo do
RNA e modificagdes pods-transcripcionais irdo elevar este numero até 2 000 000
diferentes proteinas e fragmentos proteicos, vemos claramente que o proteoma é mais

complexo que o genoma humano °°.

No passado, o estudo das proteinas e a sua associagdo com varias doencgas apresentava
inimeras limitagdes; em particular, os métodos imunoldgicos aplicados requeriam
anticorpos especificos para identificar péptidos e antigénios, o que resultava na obtencgdo

de poucos dados °°.

A electoforese bi-dimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) tem sido usada ha
décadas para a separagdo de proteinas de acordo com a sua massa e carga °>%7°, As
proteinas sdo separadas pela sua carga — pontos isoeléctricos - numa dimensdo, e pela

65,66

sua massa molecular na segunda dimensdo . Contudo, este método é laborioso e

requer muito tempo; por outro lado, possui um baixo alcance proteico e variabilidade

entre os diferentes géis usados °°°

. Hoje, a 2D-PAGE é usada em combinagdo com a
espectroscopia de massa (MS) ou com a cromatografia liquida (LC), pelo que a
protedmica contemporénea apresenta cada vez mais dados cientificos promissores

656668  Estes instrumentos/técnicas ndo sé facilitam a separacdo e identificagdo das

proteinas, como também fornecem informagdo acerca das redes proteicas %6658,

O primeiro passo para a analise do perfil proteico é a separacao das proteinas, podendo
esta ser feita por um método selectivo ou ndo-selectivo. Os métodos selectivos tém como
objectivo identificar uma Unica proteina da amostra com propriedades especificas, sendo
semelhante as técnicas de purificacdo de proteinas ®°. Os métodos ndo-selectivos, por
sua vez, fraccionam misturas complexas antes da sua analise ®¢. Apds esta primeira fase
de separacdo de uma mistura complexa de proteinas em componentes individuais, o
proximo passo sera a sua identificacdo. Actualmente, o método de eleicdo para a analise

proteica é a espectroscopia de massa 68,

No passado, a identificacdo proteica estava limitada pelo seu elevado custo, pouca

obtencdo de dados e resultados finais pouco satisfatérios 6.

Por exemplo, o Western
blotting e a imunohistoquimica sdo técnicas comuns e fidedignas utilizadas para
confirmar a presencga de proteinas especificas. No entanto, apenas uma proteina pode ser
detectada de cada vez, sem falar na necessidade de um anticorpo especifico para a
proteina em questdo °¢. A aplicacdo da MS na proteédmica permite a identificacdo directa

e simultdnea de um grande numero de proteinas, pelo que se tornou no método de
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eleicdo de separacgdo destas ¢%7°®, Depois de se obter o proteoma é necessario analisar
e fazer correspondéncia das proteinas pesquisadas com a informacao presente nas bases
de dados 58,

O termo oncoprotedmica tem sido usado para descrever a aplicacdo da protedmica na
oncologia °¢. O estudo proteico na oncologia tem permitido a investigagdo da express&o

%6, Novos farmacos

proteica e de interaccdes de complicados processos de sinalizacao
anti-tumorais, tais como a trastuzumab (Herceptin®) demonstram grande eficacia no
tratamento de grupos selectivos de doentes com cancro, sendo estes farmacos proteinas
usadas especificamente para interagirem com outras proteinas envolvidas no processo de
oncogénese ¢, A protedmica tem sido usada na investigacdo das neoplasias da préstata,

do ovario, do pancreas, da mama e colo-rectal %7,

Os objectivos finais da protedémica vdo além da simples catalogagdo das proteinas que as
células expressam quer no seu estado de salde, quer no seu estado de doenca 8. O
objectivo eventual é elucidar a organizagdo e a dinamica das redes metabdlicas, das
cascatas sinalizadoras e reguladoras através das quais a vida da célula se processa °8.
Ainda mais, a protedmica procura compreender como essas redes sao influenciadas por
processos patoldgicos e prever como a sua fungdo pode ser manipulada através de novos

farmacos e terapia génica °8.

Metabolomica

A metaboldmica é das Ultimas técnicas da gendmica funcional a ser descrita e usada *°.

Embora recente, esta técnica mostra-se bastante promissora no campo da pesquisa

49,52

oncolégica , podendo levar a descoberta de bio-marcadores metabdlicos para a

4952 pode ainda fornecer bio-

deteccdo precoce, estadiamento e progndstico do cancro
marcadores metabdlicos para avaliar a resposta de um determinado agente anti-
neoplasico e a previsibilidade associada ao seu uso, bem como eventuais efeitos tdxicos
adversos no doente *9?, Neste sentido, a analise dos fluidos humanos, como sejam o
sangue e a urina, podem ser facilmente obtidos e analisados, uma vez que o metaboloma
dos fluidos reflecte exactamente a resposta do organismo a um determinado processo

49,52

oncoldégico ou a sua terapéutica Noutra perspectiva mais académica e de

investigagdo, a metaboldmica pode ainda ser usada para a sinalizagdo e descoberta de
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novas vias oncogénicas. Com este objectivo sdo analisadas células tumorais provenientes
de bidpsias obtidas por métodos cirurgicos idénticos aos que sdo usados na obtencao de

bidpsias para exames histo-patoldgicos *9°2.

A analise metabolémica, de uma forma geral, consiste na identificagdo do maior conjunto
de metabolitos possiveis presentes no tecido-teste, na sua quantificacdo e comparagao
com as amostras de tecidos controlo disponiveis em bases de dados #°:°0:51:52/53.60
Dedica-se ao estudo da sua composicdo, dindmica, interaccGes e respostas a mudangas

> A espectroscopia por ressonancia

ambientais nas células, tecidos e bio-fluidos
magnética nuclear (NMR) tem sido a ferramenta de eleicdo para a analise metaboldmica
4 A espectroscopia de NMR por protdo uni-dimensional tem a si associadas altas taxas
de sensibilidade e de quantificacdo de metabolitos, aproveitando em parte mecanismos

de processamento de dados semi-automaticos *°.

A espectroscopia de NMR bi-
dimensional foi recentemente introduzida, tendo como vantagens uma maior
especificidade para a deteccdo metabdlica e aperfeicoamento da resolugdo de
superimposicdes unidimensionais do espectro obtido, mantendo ao mesmo tempo uma
boa sensibilidade, especialmente em associacdo com os cilindros de alta resolucdo, tais
como as usadas no magic angle spinning samples (HRMAS) 4593359  Isto torna possivel a

detecgdo individualizada de até 20 a 40 metabolitos nas amostras *°.

O metaboloma foi definido como sendo toda a coleccdo de moléculas, do ponto de vista
quantitativo e qualitativo, de baixo peso molecular que se encontram presentes numa
determinada célula e que sdo fundamentais para os seus mecanismos de manutencao,

051 O tamanho do metaboloma varia

crescimento e desenvolvimento normal
grandemente de acordo com o organismo a estudar; o micro-organismo Saccharomyces
cerevisiae tem aproximadamente 600 metabolitos, enquanto o reino das plantas possui

aproximadamente 200 000 metabolitos primarios e secundarios °%°,

Pensa-se que o
metaboloma humano podera ser muito maior do que tudo o que até agora tem sido
descrito °>°°, Esta grande variabilidade é explicada pela grande diversidade de férmulas
quimicas dos metabolitos, mas também pelas suas variacbes quimicas (peso molecular,
polaridade e solubilidade) bem como variagdes fisicas (volatilidade) *°. A metabolémica
tem hoje varias indicacGes, entre elas: a determinacdo de bio-marcadores na doenga ou
em resposta a terapéuticas medicamentosas; avaliagdo do efeito bioquimico ou stress
ambiental sobre plantas e micro-organismos, o que inclui plantas geneticamente
modificadas; a caracterizacdo bacteriana; a avaliagdo da salude humana; e a engenharia

meta bo’llca 50,51,55,56,58,59,61.
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A espectroscopia de massa (MS) e a NMR sdo as principais plataformas tecnoldgicas
utilizadas para determinar o perfil metabdlico, ambas com vantagens e desvantagens. A
maior vantagem na utilizacdo da espectrometria de massa € a sua sensibilidade. Quando
combinada com a cromatografia liquida (LC), a MS consegue facilmente detectar

centenas de espécies individuais numa Unica amostra clinica 5%:°2:57:58:59,63,64,

A MS tem sido a tecnologia mais usada na analise metabdlica, uma vez que fornece uma
analise quantitativa e qualitativa selectiva, rapida e com boas taxas de sensibilidade >%°1,
Os espectrometros de massa operam por formacdo idnica e separacdao destes de acordo
com a sua relagdo massa e carga e posterior deteccdo dos ides separados °%°%°8,
Contudo, os metabolitos ndao fornecem o complexo modelo de fragmentagdo que os
péptidos fornecem, tornando a sua identificagdo mais dificil. A sua quantificacdo que é
critica para o reconhecimento de potenciais bio-marcadores é uma das falhas desta
técnica. Existem diversos factores que influenciam a intensidade do sinal de um
composto na MS, incluindo a composicao da mistura (como por exemplo o seu ambiente

molecular) *°.

Para maximizar a cobertura metaboldomica, a MS recorre a cromatografia liquida (LS)
para separar os metabolitos antes da analise, podendo detectar facilmente centenas de
espécies individuais com apenas uma amostra; contudo, cada amostra necessita de

varias horas para ser analisada >>°°,

A espectroscopia por NMR constitui um método rapido, ndo destrutivo, que permite
grande obtencdo de informacbes e preparacdo minima da amostra >0°1°60:62  Esta
técnica tira vantagem das propriedades rotacionais dos nlcleos dos atomos °°. A
espectroscopia por NMR funciona através da aplicacdo de fortes campos magnéticos e
frequéncias radio aos nucleos dos atomos. Para os atomos que possuem um numero
atomico impar ou numero de massa molecular impar, a presenca de um campo
magnético ird causar a rotacdo do nicleo destes, denominada esta de rotacdo nuclear *°.
A absorcdo da energia das frequéncias radio vai fazer com que o nucleo do atomo passe
de uma baixa rotacdo para uma alta rotacdo, e é detectada a consequente emissao de

radiacdo durante o processo de relaxamento *°.

A analise do espectro obtido por NMR pode ser extremamente dificil, face a imensiddo de

51

sinais sobrepostos e multiplicidade destes O espectro do NMR para uma molécula

particular € Unico, pelo que o NMR tem sido considerado um dos métodos mais

51

selectivos, se ndo o mais selectivo, na analise metabdlica Para a analise deste

espectro, devemos ter em conta o niumero, as posicées e as areas dos sinais obtidos,
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bem como a multiplicidade dos mesmos >!. Para a interpretacdo deste espectro tém sido
desenvolvidos softwares informaticos que facilitam grandemente a sua analise e

compreenséo 1.

A espectroscopia por NMR apresenta como vantagens principais a sua reprodutibilidade,
a sua capacidade na quantificacdo de compostos e a sua capacidade de identificar
metabolitos desconhecidos. Outra caracteristica da NMR, por vezes sub-aproveitada, € a
sua versatilidade na analise metabdlica de fluidos no estado liquido, em tecidos intactos
ou mesmo in vivo. No entanto, apresenta como sua limitacdo relativa a sensibilidade,
que muito embora tenha sido ampliada com avangos tecnoldgicos recentes, permanece

inferior a sensibilidade associada a MS °2:55/60,61,64

De notar que o controlo das amostras a analisar deve ser rigoroso, uma vez que
pequenas mudancgas na temperatura, pH e a presenca de impurezas ou a degradacao da
amostra pode levar a deteccdo de alteracGes metabodlicas falsas, bem como indicar

diferentes metabolitos %>,

Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica é utilizada para localizar proteinas num determinado
tecido, sendo que se visar a andlise de uma célula ou de uma populacdo de células
designa-se imunocitoquimica. Tem como fundamento a utilizacdo de anticorpos
especificos, geralmente IgG’'s mas também IgM’s, contra a proteina que se pretende

737477 Assim, esta proteina funciona como um

identificar e localizar nesse tecido
antigénio 73, Existem varios anticorpos disponiveis comercialmente, de acordo com o tipo
de proteina a identificar e a espécie animal usada no ensaio. Para a sintese de novos
anticorpos, é necessaria a imunizacdo de animais contra a proteina/antigénio,
injectando-a na corrente sanguinea (numa abordagem semelhante a vacinagao).
Posteriormente recolhe-se o0 sangue dos animais imunizados e purificam-se os
anticorpos. Neste caso, sdo purificados todos os anticorpos contra esse tipo de antigénio
- ou seja, anticorpos que se ligam em diferentes regides da proteina. Sendo assim
anticorpos diferentes, designamo-los por anticorpos policlonais "3. Existem outro tipo de
anticorpos, os anticorpos monoclonais, que sdo anticorpos mais especificos que os

policlonais, uma vez que se ligam Unica e exclusivamente a uma soé regido da proteina
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alvo. Isto elimina erros oriundos do uso dos policlonais, uma vez que, ligando a diversas
regioes, podem também reconhecer outras proteinas com regides semelhantes e dar

73

origem a sinais inespecificos Clinicamente é uma técnica coadjuvante, que nao

substitui o diagndstico histoldgico tradicional .

O anticorpo, mono ou policlonal, ndo tem qualquer marcacdo que permita a sua
visualizagdo e identificagdo (salvo o caso do anticorpo anti-anexina V) ”3. Usa-se, assim,
um segundo anticorpo, designado de anticorpo secundario, que se vai ligar ao primeiro
anticorpo, designado de anticorpo primario 3. Estes anticorpos secundarios podem estar
marcados de diferentes maneiras: radioactividade ou por diferentes tipos de

fluorescéncia, dependendo assim também o método de deteccgdo utilizado 7>.

Esta representa uma ferramenta importante e poderosa na identificacdo e localizacdo de
uma ampla variedade de antigénios em cortes de parafina, tecidos congelados e

757778 Se por um lado este método permite a deteccdo de

preparagdes celulares
depositos tecidulares anormais, por outro permite a determinacdo do imunofendtipo das
células normais e das suas homodlogas neopldsicas ”>. A imunohistoquimica tem sido Util
na determinagdo da linhagem de células tumorais, da sua propagacao e metastases, bem

75

como de factores prognosticos Desta forma, a imunohistoquimica pode fornecer

importantes dados que modulem a terapéutica em muitas doengas ”°.

O diagndstico imunohistoquimico em processos oncolédgicos baseia-se no principio de que
células neoplasicas retém algum tipo de semelhanga imunofenotipica com os tecidos
normais circundantes, que estas tentam mimetizar ’. Por outro lado, sabe-se, por varios
estudos clinico-patoldgicos publicados, que a expressdao de um antigene ou de um grupo
determinado de antigenes estd directamente relacionado com diferentes tipos de

processos neopldsicos, que se encontram devidamente catalogados 7*.

Todas as técnicas de imunohistoquimica representam métodos muito sensiveis e
especificos, havendo indicacGes até para a automatizacdo de alguns procedimentos
75767879 Os dois tipos de técnicas que sdo mais utilizadas sdo a imunofluorescéncia
directa - que permite a visualizagdo de imunocomplexos e depdsitos em tecidos
congelados — e o método da avidina-biotina — que permite a deteccdo de antigénios

celulares em cortes de parafina, tecidos congelados e esfregacos de células .
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A imunofluorescéncia directa é uma técnica rapida que consiste na aplicacdo de um
anticorpo fluorescente num corte histoldgico, que se deixa incubar durante 30 minutos.
Posteriormente, lava-se e observa-se ao microscopio de luz UV. Todos os anticorpos que

se ligaram ao antigénio especifico vdo aparecer como areas verdes fluorescentes ”°.

O método da avidina-biotina permite a obtencdo de alta sensibilidade no procedimento
5, Este processo requer a ligagdo de um anticorpo primario ao antigénio em questao,
onde posteriormente se aplica o sistema indirecto de avidina-biotina associado a um

produto enzimatico que permite a sua visualizacdo ao microscopio 73,

A imunohistoquimica é muito usada para efeitos de diagnostico e progndstico, sendo
naturalmente importante a sua padronizagdo para resultados fidveis e reprodutiveis "8, A
imunohistoquimica pode ser afectada por factores pré-analiticos, analiticos e pods-
analiticos, resultando em niveis baixos de reprodutibilidade, com consisténcia variavel e
variabilidades inter-laboratoriais 8. Apesar de terem havido grandes dificuldades, foram
feitos esforcos no sentido de padronizar o diagndstico imunohistoquimico, tendo havido
varias sugestdes e sido elaboradas guidelines com procedimentos passo-a-passo dos

processos de fixacdo, processamento e analise “8.

Embora a introducdo de reagentes mais sensiveis e sistemas de deteccdo sofisticados
associados a processos de automacdao tenham aumentado consideravelmente a
reprodutibilidade e consisténcia das técnicas imunohistoquimicas, a padronizacdo destas

'8, Como tal, a aplicagdo criteriosa de

permanece ainda hoje um desafio por cumprir
protocolos estandardizados e especificos para determinada técnica devera ser cumprida,
indo isto assegurar resultados fidveis e sdlidos e ampliar a utilidade clinica da

imunohistoquimica 7889,

Modelos de oncologia experimental

A oncogénese experimental € um campo de estudo bastante activo, com diversos
trabalhos publicados. A oncogénese oral, especificamente, tem também sido alvo de

variadas equipas de investigadores, com diferentes modelos experimentais publicados
15,16,17,18,26
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Para a inducdao experimental de neoplasias, tém sido usados diversos agentes
carcinogénicos como o 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e a 1,2-dimetilhidrazina

(DMH), isolados ou em conjunto com outros agentes, como o etanol e pesticidas.

O DMBA pode ser utilizado segundo varios protocolos de administragdo. Para a indugao
de neoplasias orais, esta referenciada a aplicacdo tépica, com um pincel, de 0,5% de
DMBA dissolvido em 100ul de éleo mineral directamente nas bolsas jugais de hamsters
15 Pretendia-se assim avaliar os efeitos a curto e a médio prazo de um novo farmaco
anti-neoplasico, modulando as aplicacgées de DMBA a trés meses e a seis meses,
respectivamente. A substancia-teste (GW2974) apresenta-se como um inibidor duplo das
tirosinas cinases de EGFR e de ErbB2. Os autores obtiveram resultados positivos,
concluindo que este inibidor previne a oncogénese oral neste modelo experimental

15, Outros autores seguiram este modelo experimental de aplicagdo topica de

2

especifico

16,17,26,81,84

0,5% de DMBA nas bolsas jugais de hamsters e de ratos *?, bem como na

aplicacdo da lingua de hamsters 82,

Foi também descrita a implantagdo cutanea de pellets de DMBA, com 10mg de DMBA por
150g de massa corporal, em ratos jovens de 8 semanas 8. Neste estudo de Yasumata '8
pretendeu-se avaliar o efeito da testosterora em neoplasias das glandulas sub-
mandibulares de ratos fémeas, comparando estes resultados com glandulas sub-
mandibulares de ratos machos normais, verificando a sua eventual estimulacdo do
crescimento de neoplasias da préstata. Este autor obteve resultados positivos, com

estabelecimento de linhas celulares neoplasicas e metabolizagdo de sub-produtos lesivos
18

O DMBA pode também ser administrado por gavagem ou sonda intra-gastrica em

19 o objectivo era a determinacdo dos

concentracbes varidveis. No estudo de Jung
efeitos quimioprotectores de um sumo natural de uvas pretas, com administracao
posterior de DMBA por gavagem na dose de 34 mg/kg num veiculo oleoso. O autor refere
gue a dose escolhida pretende a maxima obtencdo de neoplasias, mas que ao mesmo
tempo ndo induza a formacdo de neoplasias considerdveis que mascarassem o efeito
guimio-preventivo da substancia a testar. O autor concluiu que a administracdo de sumo
natural de uvas pretas previamente a administracido de DMBA inibiu processos

19 Outros autores seguiram este método

23,24,25,27,83,89,90

oncogénicos na mama de ratos fémeas

experimental de administragao por gavagem
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Existem também modelos experimentais que recorrem a administracdo sub-cutanea de
DMBA. Lee ?° dispds-se a avaliar o efeito do DMBA e do benzo(a)pireno (BaP),
carcinogénicos presentes no fumo do tabaco, sobre o o0sso, usando o modelo
experimental do rato ovariectomizado. Consegue-se assim avaliar os efeitos a longo
termo sem interferéncias da funcdo dos ovarios, incluindo ainda um grupo que tinha
reposicao dos niveis de estrogénio e outro que ndo recebia esta terapia. Foi administrada
por via sub-cutdanea 250 ug/kg de DMBA e BaP, dose esta que tinha sido demonstrada
num estudo anterior que correspondia a dose minima para inducdo da actividade da
CYP1A1 ?°, Os autores concluiram que o DMBA e o BaP s&o responsaveis, em parte, pelos

20

efeitos deletérios do tabaco sobre o osso, podendo conduzir a osteoporose “°. Estes

reduzem as propriedades mecanicas do osso, levando ainda a diminuicdo da densidade

mineral %°.

A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) tem também sido usada na inducdo experimental de
neoplasias, embora usado principalmente para avaliagdo de neoplasias do célon 86878889
Os seus métodos de administracdo tém grande semelhanca com os métodos usados na
administracdo do DMBA. Um estudo de Vifias-Salas ® refere a administracdo de DMH por
via sub-cutdnea na dose de 21mg/kg, enquanto um estudo de Arul 8 e outros dois de

88,94 referem a administragdo de DMH também por via sub-cutdnea na dose de 20

Kumar
mg/kg. Um estudo de Kitamura 2° refere a administracdo de DMH por via sub-cutinea na
dose de 40 mg/kg, verificando no entanto que esta dose era excessivamente tdxica e
corrigindo-a posteriormente para 20 mg/kg 8. Esta mesma dose de 40 mg/kg de DMH

! refere a

foi utilizada num estudo de Cheng °° e noutro ensaio de Patel 3. Hambly °
administracdo de DMH por sonda intra-gastrica nas doses de 1, 5, 10 e 25 mg/kg, de
acordo com os objectivos do estudo. Samanta °2 refere a administragdo de DMH na dose

de 20 mg/kg por injeccao intra-peritoneal.

Agente carcinogénico 7,12-dimetilbenz(a)antraceno

Muito embora se saiba que o acto de fumar tabaco acarreta um risco acrescido para a
promocdo e desenvolvimento de neoplasias, o seu exacto mecanismo responsavel pelos
seus inumeros efeitos adversos, nomeadamente oncogénicos e toxicos, tem apenas
recentemente recebido explicagbes cientificas solidas, que no entanto ndo concluem a
investigacdo e abrem novos caminhos ?°. Uma das dificuldades é o facto de que o fumo
do tabaco possui 4000 compostos diferentes, sabendo-se até agora que o fumo do

tabaco possui 43 tipos de carcinogénios diferentes *?°, Entre os varios componentes do
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cigarro, sabe-se também que a nicotina é o elemento que apresenta maior concentracao

e que é um elemento-chave para a adiccdo .

O benzo(a)pireno e o 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) sdo dois hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
presentes no fumo do tabaco em altas concentragdes (40-100 ng por cigarro), sabendo-
se que o DMBA produz mutacdes em oncogenes e genes supressores que, em Ultima
instancia levam a uma oncogénese estabelecida histologicamente *2°, A presenca de
DMBA durante a proliferacdo celular dificulta a accdo dos mecanismos de reparacao do
DNA, perpetuando as lesdes moleculares *?°. Pelas suas acgdes pré-oncogénicas, tem

19,23,25,28

sido usado na inducdo de neoplasias da mama , em modelos experimentais de

perda dssea %° e na indugdo de neoplasias renais **.

O DMBA induz alteragdes no metabolismo do &cido araquiddnico, tendo este sido
sugerido como um importante passo molecular para o desenvolvimento das neoplasias
orais !°, com o envolvimento de ambas as vias metabdlicas da ciclo-oxigenase (Cox) e da
lipo-oxigenase (Lox). O metabolito-chave presente na via metabdlica da Cox é a
prostaglandina E2 (PGE2), enquanto que as enzimas da via metabdlica da Lox podem
criar varios metabolitos, entre eles o leucotrieno B4 (LTB4) e o acido 5-, 12- e 15-

hidroxieicosatetraenoico (HETE) '°.

Sabe-se que estes metabolitos sdo potentes
mediadores inflamatdrios, uma vez que recrutam e activam células inflamatorias,
aumentam a permeabilidade vascular e induzem a contracgdo dos musculos lisos *°, Tem
ainda sido demonstrado com sucesso que tanto Cox-2 como 5-Lox tém a sua expressdo
aumentada em modelos experimentais de neoplasia oral em hamsters, bem como em
neoplasias orais em humanos, enquanto inibidores especificos da Cox-2 e da 5-Lox sdo
capazes de suprimir passos metabdlicos e impedir a formagdo de neoplasias orais '°.
Sabe-se ainda que LTB4 promove a oncogénese oral, enquanto multiplos inibidores da

via metabdlica da 5-Lox tem efeitos de quimio-prevencdo molecular na oncogénese '°.

Existe evidéncia crescente de uma interligacdo entre a via metabdlica do acido
araquiddnico com os receptores dos factores de crescimento epidérmicos (EGFR) **8, Foi
demonstrado que a activacdo de variadas moléculas sinalizadoras moduladas pelos EGFR,
como sejam as MAPK, levam a uma sobre-transcripcao genética do gene correspondente
a Cox-2. Também foi sinalizada a relacdo entre os EGFR e as PGE2, que sdo capazes de
estimular a proliferacdo celular através de trans-activacdo pelos EGRF '°. Um estudo
pretendeu avaliar o efeito quimio-preventivo de uma substéancia-teste (GW2974), um
inibidor duplo das tirosinas cinases de EGFR e de ErbB2, apds administragdo

15 Os autores obtiveram resultados

experimental de 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
positivos, concluindo que este inibidor previne a oncogénese oral no modelo

experimental, reforcando naturalmente as limitagdes que derivam da aplicagdo de
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modelos animais e da sua relacdao directa com a patologia humana, que devera ser

criteriosamente analisada *°.

O DMBA tem também sido usado na inducdo tumoral para determinar a influéncia do
stress oxidativo sobre as células tumorais, bem como a resisténcia das células normais
1617 A glutamina (GLN) é um aminodcido ndo-essencial, cujas concentragdes atingem
niveis extremamente baixos durante periodos de stress catabdlico quando o seu uso
excede a sua producdo. A glutamil-cisteinil-glicina (GSH) é um anti-oxidante do grupo
dos sulfidrilos (-SH), presente em animais, plantas e micro-organismos. Esta GSH tem
concentragées da ordem dos milimolar no interior das células, o que a torna num dos

161722 O racio entre GSH reduzida e

mais concentrados antioxidantes intra-celulares
glutationa oxidada (GSSF), ou seja GSH/GSSG, é considerado um indicador sensitivo de
stress oxidativo ®7?2, A oncogénese, a nivel molecular, é caracterizada por marcada
reducdo dos niveis de GLN no musculo esquelético, acompanhada por niveis baixos de
GSH !%22, Estudos prévios mostraram que uma dieta oral com GLN causou a redugdo dos
niveis intra-tumorais de GSH, enquanto permitiu o seu aumento dos niveis intra-celulares

de células s&s '°.

Isto é particularmente importante, uma vez que sendo a GSH um
regulador-chave do estado redox celular, esta vai determinar a resposta dos tumores (e
da prépria proteccdo das células sds) & quimio e a radioterapia ®. A resisténcia a uma
grande variedade de agentes anti-tumorais esta associada a grandes niveis intra-
celulares de GSH nas células tumorais, indicando que uma reducdo do GSH podera

melhorar a sensibilidade destas células a quimio e a radioterapia .

O DMBA é um dos membros dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que estdo
também presentes no ambiente como produtos da combustdo incompleta de

hidrocarbonetos complexos 6192122

. Sendo um carcinogénio indirecto, o DMBA requer
activacdo metabdlica pelo citocromo P450 para formar um epoéxido dihidrodiol e outras
espécies reactivas ao oxigénio (ROS), estas que irdo aumentar a oxidagdo intra-celular
16,19.22.25 " Como tal, a prépria administragdo de anti-oxidantes pode muito bem retardar

16, Um estudo avaliou a aplicacdo tépica da GLN apdés administracdo

este processo
experimental de DMBA em hamsters, concluindo que a GLN inibiu completamente o
desenvolvimento de lesdes pré-neopldsicas no modelo experimental *®. A seguranca e
eficacia da GLN enteral e parenteral e os seus beneficios na melhoria metabdlica dos
aminoacidos, fungdo imune e o out-come dos voluntarios humanos saudaveis e doentes
com patologias catabdlicas foi avaliado em pelo menos 18 estudos clinicos, tendo sido

16 Um estudo de fase II demonstrou a eficicia e

efectuada uma revisdao sobre estes
seguranca da GLN em doses ascendentes de metotrexato °. Pela sua atoxicidade e baixo

custo, a GLN pode ser um importante adjuvante no tratamento anti-neoplasico primario
16
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O DMBA tem um importante potencial lesivo do DNA, como ja foi visto anteriormente.
Sendo um hidrocarboneto aromatico policiclico, este tera ligacdo ao receptor citosélico
celular AhR, ou receptor de hidrocarbonos aril %*?”?°, Apds esta activacdo, o AhR
transloca-se para o nucleo celular e associa-se com o co-factor ARNT, a proteina de
translocacdo nuclear do AhR #*?’, Este complexo liga-se depois a localizacdes especificas
do DNA, a montante do gene que codifica o AhR, e induz a transcripcdo genética *>?’. Sé
apds estes passos se dd a metabolizacdo do DMBA pelo citocromo P450, como

anteriormente referido 3%/,

Contudo, existe evidéncia crescente que o AhR regula
também o crescimento celular e a sua sobrevivéncia, tendo sido sugeridos mecanismos
adicionais através dos quais o AhR contribuird para a oncogénese 2. Como tal, para além
de uma actividade genética deletéria, o DMBA também altera de forma significativa as
vias de sinalizacdo celular e os seus sub-produtos decorrentes 2°. Uns destes exemplos
sdo as vias Wnt e Pinl, envolvidas em alteragdes conformacionais das proteinas, sendo

vias de sinalizagdo fundamentais e alteradas em neoplasias da mama 3.

Mais recentemente, o DMBA parece alterar também a expressdo do &cido nitrico (NO) 2°.
O NO tem sido sinalizado em varios estudos pelo seu papel importante em variados
processos bioldgicos, nomeadamente em processos inflamatdrios e na oncogénese 2. O
NO é um radical altamente reactivo, podendo reagir com outros grupos de radicais e
formar compostos citotoxicos, como os peroxinitritos, conduzindo a variados danos
genéticos 2°. A analise da presenca e das caracteristicas de iINOS, uma isoforma do NO,
apo6s administracdo experimental de DMBA, verificou uma predominancia do iNOS nos
queratinocitos dos hamsters tratados com DMBA. Tais niveis podem levar a criagdo de
intermediarios toxicos capazes de provocar dano directo e indirecto aos tecidos, bem
como genotoxicidade; por outro lado, o excesso de NO leva a inactivacdo do gene p53,

com fung¢des de supressdo tumoral 2.
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Contribuicao Pessoal

Material e Métodos

Preparacao e distribuicao dos animais

No estudo foram utilizados 16 ratos da estirpe Wistar com 2 meses de idade no inicio do
ensaio, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra. Antes de iniciar o estudo, os animais foram submetidos a um periodo de

quarentena de cinco dias.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente por dois grupos com igual numero de
elementos: o grupo controlo (Grupo CTRL 1) e o grupo teste (Grupo TST 2), cada um dos
quais com 8 animais. Os animais do grupo controlo nao sofreram qualquer tipo de
manipulacdo durante todo o periodo do ensaio. O grupo teste foi submetido a
administracdo de 25mg/kg de 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) por sonda intra-
gastrica, trés vezes ao dia. Os animais de cada grupo foram alojados 3 por gaiola

adequada a espécie.

Manutencao dos animais

Os ratos foram mantidos nas condicbes padrdo do biotério, com temperatura de 22°C e
60-65% de humidade num regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Os dois
grupos, teste e controlo, foram mantidos com agua ad libitum e racdo standardizada

durante duas semanas, findas as quais foram sacrificados todos os animais.

A vigilancia para rastreio de alteragdes patoldgicas foi diaria. A pesagem foi realizada

semanalmente, coincidindo a Gltima pesagem com a hora do sacrificio.

Sacrificio, Colheitas e Registos

Todos o0s animais que chegaram ao fim da experiéncia foram eutanasiados e
necropsiados. A eutanasia foi realizada por overdose com associacdo de cetamina 50

mg/ml (Ketalar®, Pfizer) e cloropromazina 25mg/ml (Largatil IV, Laboratdrios Vitéria).
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Foi realizada a necrdpsia completa de todos os animais, com registo da informacao
referente a observacdo do habito externo, observacao do habito interno e colheita de
fragmentos de tecidos, em modelo préprio em utilizacdo no Instituto de Patologia

Experimental.

Todos os fragmentos colhidos foram fixados em solucdo de formaldeido tamponado a
10%. Os fragmentos de musculos masseter e temporal foram fixados em solugdo de
formaldeido tamponado a 10% e em alcool etilico a 70%. Em todos os animais foram
colhidos dois fragmentos de figado e dos musculos masseter e temporal para congelagdo

rapida em azoto liquido e posterior conservagdo a -70°C.

Histopatologia, Histoquimica e Histoenzimologia

Todos os fragmentos colhidos para histopatologia de rotina foram incluidos em parafina e
realizados cortes com o micrétomo. Destas amostras foi realizado o estudo histoldgico de

rotina, usando a metodologia padrdao para coloracdao de Hematoxilina e Eosina.

Analise Morfométrica

Para cada musculo masseter e temporal de cada animal, foram realizadas 10 fotografias
dos cortes histopatoldgicos transversais corados com Hematoxilina e Eosina e fixados
previamente com alcool etilico a 70%, utilizando os padroes esteroldgicos de aquisigdo

de imagem, com padronizacao da aleatorizacdo dos campos fotografados.

A analise morfométrica foi realizada com o auxilio do programa desenvolvido pelos
Institutos Nacionais de Saude (EUA), Image ] 1.42q, que permitiu a medigcdo da area de

seccdo das fibras musculares em corte transversal.

Assim, a variacdo deste parametro pode ser descrita utilizando a média, desvio padrdo e
coeficiente de variacdo. Com base nestes dados definem-se para o grupo controlo, sem
patologia, cinco tipos de fibras musculares, de acordo com as seccdes observadas: fibras
muito pequenas, fibras pequenas, fibras médias, fibras grandes e fibras muito grandes.
Designamos de fibras médias aquelas cuja area se encontra compreendida no intervalo
[média-SD; média+SD]. Designamos fibras grandes aquelas cujo valor da area se
encontra incluido no intervalo [média+SD; média+2SD]. Designamos fibras pequenas
quando o valor da area estd incluido no intervalo [média-SD; média-2SD]. Consideramos

gue as fibras musculares sdo muito pequenas quando o valor da sua area se encontra
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abaixo do considerado como fibras pequenas, e as fibras sdo consideradas como muito

grandes quando a sua area excede a area das fibras grandes.

Analise Metabolomica

Os fragmentos de tecido muscular foram colocados a temperatura ambiente para a
realizacdo de cortes que permitissem ter amostras com uma massa média de 30mg. Os
tecidos foram colocados nos rotores, preenchidos com D,0O para permitir uma rotagao
constante de cada amostra. A espectroscopia de alta resolucdo com sonda H (high
resolution magic angle spinning NMR spectroscopy - HRMAS) foi realizada num
espectrometro Tesla Varian 14.1 (Varian NMR Inc.) com uma consola informatica de
software VNMRj para aquisicdo grafica dos espectros. A temperatura da sonda foi

mantida a 20°C e a rotagdo maxima da amostra a 3500 Hz.

Para cada amostra foram realizadas 128 leituras, com um tempo de aquisicdo total
médio de 10 minutos.

A analise dos espectros com recurso ao software Nuts® permitiu a observacdo da
variagdo de cada um dos metabolitos em andlise e colheita de dados sobre o
comportamento geral dos espectros nas diversas amostras do grupo muscular estudado

em todos os individuos (masseter).
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Resultados

Analise Morfométrica

Grupo Controlo

No grupo controlo observa-se uma distribuicdo uniforme das fibras musculares em corte
transversal, com preservacao dos diversos feixes.

Figura n.° 1. Microfotografia de um corte de musculo masseter do grupo controlo. HE, 100X no
original.
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Figura n.° 2. Microfotografia de um corte de musculo temporal do grupo controlo. HE, 100X no

original.

A determinacdo da area ocupada por cada uma das fibras do musculo masseter, em
corte transversal, mostrou que esta area tinha um valor de 10 704 + 6 835 px, variando

entre 3 869 e 17 539 px, para um intervalo de confianca de 95%.

Considerando as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada uma das
fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao se observam casos de fibras
muito pequenas; 7,32% das fibras medidas sdo pequenas; 80,49% das fibras medidas
sdo médias; 7,32% das fibras medidas sdo grandes e 7,32% das fibras medidas sdo

muito grandes.

A determinacao da area ocupada por cada uma das fibras do muasculo temporal, em corte
transversal, mostrou que esta area tinha um valor de 8 103 + 2 398 px, variando entre 5
705 e 10 501 px, para um intervalo de confianga de 95%.
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Considerando as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada uma das
fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao existem fibras musculares
muito pequenas; 10,64% das fibras medidas sdo pequenas; 70,21% das fibras medidas
sdao médias; 14,89% das fibras medidas sdo grandes e 2,13% das fibras medidas sdo

muito grandes.

Grupo Teste

No grupo teste observa-se uma distribuicdo uniforme das fibras musculares em corte
transversal, com preservagao dos feixes. Nao se observam quaisquer tipos de alteragdes
histoldgicas, o que inclui a auséncia de necrose, hemorragia, infiltrado inflamatdrio ou de

focos de degenerescéncia.

Figura n.° 3. Microfotografia de um corte de musculo masseter do grupo teste, sem qualquer sinal

evidente de lesdo morfoldgica. HE, 100X no original.
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Figura n.° 4. Microfotografia de um corte de musculo temporal do grupo teste, sem qualquer sinal

evidente de lesdo morfolégica. HE, 100X no original

A determinacdo da area ocupada por cada uma das fibras do musculo masseter, em
corte transversal, mostrou que esta area tinha um valor de 9 503 + 4 283 px, variando

entre 4 920 e 13 786 px, para um intervalo de confianca de 95%.

Considerando as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada uma das
fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao se observam casos de fibras
muito pequenas; 5,88% das fibras medidas sdo pequenas; 88,24% das fibras medidas
sdo médias; 5,23% das fibras medidas sdo grandes e 0,65% das fibras medidas sdo

muito grandes.
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Figura n.° 5. Representacdo esquematica da area das fibras musculares em corte transversal no
musculo masseter (a verde encontra-se representado o grupo teste e a azul encontra-se

representado o grupo controlo).

A determinacdo da area ocupada por cada uma das fibras do musculo temporal, em corte
transversal, mostrou que esta area tinha um valor de 16 282 + 7 315 px, variando entre

8 967 e 23 597 px, para um intervalo de confianca de 95%.

Considerando as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada uma das
fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao existem fibras musculares
muito pequenas; 2,90% das fibras medidas sdao pequenas; 17,39% das fibras medidas
sdo médias; 14,49% das fibras medidas sdo grandes e 65,22% das fibras medidas sdo

muito grandes.

Figura n.° 6. Representacdo esquematica da area das fibras musculares em corte transversal no
musculo temporal (a verde encontra-se representado o grupo teste e a azul encontra-se

representado o grupo controlo).
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= Masseter - CONTROLO 80,49 7,32

B Temporal - CONTROLO
Temporal - TESTE

10,64 70,21 14,89 213
17,39 14,49 65,22

Figura n.° 7. Gréfico da distribuicdo das fibras musculares em corte transversal dos musculos

mastigadores masseter e temporal.
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Andlise Metaboldmica

A observacao dos espectros obtidos permitiu a caracterizacao de alguns dos metabolitos
considerados chave no metabolismo do tecido muscular e no sentido de servir de

referéncia na analise e comparagdo dos espectros dos grupo teste e controlo.
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Figura n.° 9. Espectro obtido para o musculo masseter.

A analise estatistica dos picos assinalados permitiu observar que: o aspartato tem uma
intensidade de cerca de 64 490,14 + 16 321,20; a colina tem uma intensidade de 27
941,39 £ 15 000,14; a creatina tem uma intensidade de 274 396,30 + 67 606,54; o
lactato tem uma intensidade de 355 860,96 + 83 859,95; os lipidos apresentam-se com
uma intensidade de 43 497,18 + 12 704,37 e 36 764,91 +£ 26 191,96.
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Discussao

A pesquisa de moléculas sinalizadoras de processos patoldgicos apresenta-se como o
objectivo primordial das investigacdes focadas na analise molecular. Poder ter um bio-
marcador seguro e fidvel, que permita o fornecimento de dados precisos sobre o
diagndstico, escolha do método de tratamento, factores de progndstico, e talvez cada vez
mais importante, o diagndstico precoce, alcanca sobeja importédncia num campo tdo

nobre e delicado como a oncologia.

O nosso objectivo com este trabalho é contribuir para a investigacdo e descoberta destes
bio-marcadores, com o fornecimento de um modelo experimental que pudesse, por um
lado, acrescentar validade cientifica ao modelo experimental escolhido, bem como por
outro lado, fornecer aos investigadores em causa experiéncia e conhecimento para
darem seguimento a analise e experimentacao das alteracdes moleculares nos musculos

mastigadores nestes modelos.

A analise gendmica consiste na sequenciacdo e analise de todo o patrimoénio genético
presente na amostra sujeita a analise. A utilizagdo de técnicas de ordenamento
automatico do DNA permitiu a descoberta do patriménio genético humano e também de

30

algumas espécies chave na experimentacdo animal Os microarrays de DNA

revolucionaram a maneira de analisar os genes, através da monitorizagcdo simultdnea dos

produtos de RNA de milhares de genes 31:3%33,34,3540,43,48

A protedmica é o equivalente proteico da gendmica, englobando um vasto conjunto de
tecnologias viradas para a determinacdo da identidade, quantidade e qualidade de
proteinas expressas em diferentes células, bem como a sua estrutura tri-dimensional e
interacgdes ®°. A proteémica define-se como o estudo de todas as proteinas produzidas
pelas células ou por micro-organismos, envolvendo a identificacdo e quantificacdo das
proteinas presentes no corpo e a determinagdo do seu papel em funcdes fisioldgicas e
fisiopatoldgicas ®>°¢%%72, O proteoma define-se como todo o conjunto proteico presente
numa determinada célula ou micro-organismo %°6%%%72 Este campo da ciéncia tem tido
bastante expressdo na area da oncologia, nomeadamente na descoberta de grupos
proteicos envolvidos na oncogénese, bem como na descoberta de bio-marcadores para o

diagndstico, progndstico e deteccdo de recorréncia >,
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A andlise metaboldmica, de uma forma geral, consiste na identificacdo do maior conjunto
de metabolitos possiveis presentes no tecido teste, na sua quantificacdo e comparacao
com as amostras de tecidos controlo disponiveis em bases de dados *%:°0:°1:52:33.60,
Dedica-se ao estudo da sua composicdo, dinamica, interaccbes e respostas a mudancas

54

ambientais nas células, tecidos e bio-fluidos A espectroscopia por ressonancia

magnética nuclear (NMR) tem sido a ferramenta de eleicdo para a analise metaboldmica
49

A técnica de imunohistoquimica é utilizada para localizar proteinas num determinado
tecido; se visar a analise de uma célula ou de uma populagdo de células designa-se
imunocitoquimica. Tem como fundamento a utilizacgdo de anticorpos especificos,
geralmente IgG’s mas também IgM’s, contra a proteina que se pretende identificar e
localizar nesse tecido 7>7477. E uma técnica coadjuvante que ndo substitui o diagnéstico
histoldgico tradicional "4

Numa primeira parte procedemos a avaliacdo histoldgica e morfométrica dos musculos
mastigadores do grupo controlo e do grupo teste. A analise morfométrica do musculo
masseter indica-nos um ligeiro aumento da area das fibras musculares, sem significancia
estatistica. Verifica-se um ligeiro aumento do numero de fibras de tamanho médio e
decréscimo dos outros grupos de fibras (figuras n% 5 e 7). No musculo temporal, por
sua vez, observamos alteracGes da a&rea das fibras com significado estatistico,
principalmente das fibras muito grandes (figuras n° 6 e 7). Torna-se interessante a

analise molecular deste grupo muscular, que sera realizada posteriormente.

Os resultados da anadlise morfométrica deram ja origem a um poster intitulado
“Morphometric evaluation of masticator muscles after experimental administration of a
carcinogen”, com o cédigo LB441, que foi apresentado num congresso internacional de

Biologia Experimental (Experimental Biology’10, Anaheim, CA, USA).

Segundo Tiziani 8

, 0s padroes metabolicos dos doentes com neoplasias orais estdo
alterados por comparacao do espectro teste com o espectro controlo. Os doentes com
carcinoma de células escamosas possuem padrdes lipoliticos alterados, como resultado
da acumulagdo de corpos cetdnicos, com desregulacdo do ciclo de Krebs e anormal
catabolismo de grupos de aminoacidos 8 Um estudo prévio em tumores ex vivo
demonstrava concentracdes elevadas de taurina, colina, acido glutamico, acido lactico e
lipidos, quando comparando estes tumores de células escamosas com tecido normal e

integro 8.
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Torna-se essencial a existéncia de espectros de tecidos saudaveis para a sua comparacao
posterior com tecidos alterados. Com vista a proceder ao estudo molecular do musculo
masseter procedemos a analise metabolémica do grupo controlo de forma a determinar
os metabolitos chave para o nosso futuro estudo. Obtivemos picos de intensidade
correspondentes aos metabolitos aspartato, creatina, lactato e lipidos (figura n.°© 9).
Estes valores entram em concordancia com um estudo de Chen °° que usou tecido
muscular humano saudavel obtido de margens de tumores excisados. Este autor,
especificamente, verificou picos de creatina e descreveu a sua distribuicdo no musculo
esquelético °°. No entanto, e sabendo que existe enorme variabilidade metabdlica, esta
comparacdao de metabolitos musculares humanos e animais possui, de momento, pouca

relevancia.
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Conclusoes

Este estudo experimental demonstrou-nos que o agente carcinogénico 7,12-
dimetibenz(a)antraceno podera provocar alteragdes a nivel dos musculos mastigadores, e
por alguma razao se reflecte especialmente no musculo temporal, muito embora ndo nos
seja possivel, nesta fase, avangar com explicacdes que esclarecam as alteracbes
verificadas.

Sdo0 necessarios mais estudos nesta drea uma vez que todos os estudos por nés
encontrados tém feito analises metabdlicas em diferentes tecidos e com modelos
experimentais que ndo aquele por nds usado, pelo que se torna ainda mais aliciante a

sua investigacao.

Através dos resultados obtidos pela analise histolégica e morfométrico, podemos ainda
concluir que o modelo experimental para a oncogénese induzida por DMBA administrado

através de sonda intra-gastrica é valido, tal como outros autores tinham ja referenciado.

O estudo metaboldmico dos musculos do grupo teste possibilitar-nos-a a obtencdo de
respostas mais concretas acerca da influéncia do DMBA nos musculos mastigadores, que
sera efectuado posteriormente.
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Resumo

As neoplasias da cavidade oral continuam a reclamar grandes prejuizos para a saude e
bem-estar de muitos doentes em todo o mundo. Muito embora se saiba cada vez mais
dos processos oncogénicos e das suas caracteristicas morfo-histoldgicas, existem ainda

dificuldades a superar.

O advento da analise molecular, nas suas diferentes variantes, permite a obtencdo de

novos paradigmas que até ha alguns anos eram considerados quase utopicos.

A metaboldmica, especialmente na sua variante de espectrometria NMR por HRMAS, se
aplicada em tecidos neoplasicos e comparada com tecidos saudaveis, permite a obtengdo
de dados que se pensam ser cada vez mais criticos para a escolha do tratamento a
efectuar, influéncias sobre factores prognosticos e, mais fundamental, na obtencdo de

diagndsticos precoces da doenca.

No presente estudo foram usados 16 ratos da estirpe Wistar com 2 meses de idade.
Estes foram divididos aleatoriamente por 2 grupos, um grupo controlo e um grupo teste.
O grupo controlo ndo sofreu qualquer tipo de manipulagdo. O grupo teste foi submetido a
administracdo de 25 mg/kg de 7,12-dimetilbenz(a)antraceno por sonda intra-gastrica,
trés vezes ao dia. Todos os animais foram mantidos em condigdes padrdao do biotério,
com agua e ragao standard ad libitum até duas semanas, findas as quais foram
sacrificados. Todos os fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10% e os
fragmentos dos musculos masseter e temporal foram fixados em etanol a 70%. Foram
ainda colhidos fragmentos dos musculos masseter e temporal de todos os animais para
congelagdo rapida e conservagdo em azoto liquido a -70°C. Todos os fragmentos foram
incluidos em parafina liquida e cortados num microtomo, para posterior coloracdao
histoldgica por HE de rotina. Foram posteriormente efectuadas analises morfométricas e
metabolémica. Na analise morfométrica foram analisadas fibras musculares em corte
transversal e medida a sua area de secgdo. Foram definidas cinco classes de fibras
musculares — muito pequenas, pequenas, médias, grandes e muito grandes - sendo
posteriormente catalogadas. Para a analise metaboldomica, os fragmentos do musculo
temporal do grupo controlo foram colhidos e analisados num espectrometro HRMAS de

alta resolugdo com sonda 'H, sendo o espectro obtido posteriormente analisado.

Os resultados da andlise morfométrica revelaram um ligeiro aumento das fibras
musculares provenientes do musculo masseter, com pouca significancia. Ja as fibras

musculares provenientes do musculo temporal revelaram um grande aumento na area de
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seccdo, de relevancia significativa. Na anadlise metaboldmica determindmos os
metabolitos-chave presentes nos musculos masseter do grupo controlo, para estudos

posteriores.

Em conclusdo, podemos afirmar que o agente 7,12-dimetilbenz(a)antraceno provoca
alteragGes nos musculos mastigadores, especialmente nos musculos temporais, sendo

necessarios estudos mais aprofundados.

Abstract

Oral neoplasias continue to claim a great toll on the health and well-being of patients
worldwide. Even though studies about oncogenic processes and morpho-histological

characteristics add up valuable information, there are still some obstacles to overcome.

Molecular analysis with their multiple methods and protocols allows the achievement of

newer informations that once were considered utopia.

Metabolomics in its *H HRMAS form can be applied successfully when analyzing diseased
tissue and comparing it to healthy tissue, obtaining valuable information with regards to

treatment methods, prognosis factors, and more importantly, early diagnosis.

On the current study, 16 male Wistar rats, with 2 months of age, were divided in two
groups randomly (control and test group). All animals were kept in standard bioterium
conditions, with ad libitum water and standardized ration. Animals in the test group were
doused with 25mg/kg 7,12-dimethylbenz(a)anthracene by gavage, during two weeks on
the end of which they were sacrificed. All fragments were fixed in 10% buffered
formaldehyde and fragments of masseter and temporal muscles were collected and fixed
in 70% ethanol. In all animals, two fragments of masseter and temporal muscles were
collected for quick-freezing and conservation in -70°C liquid nitrogen. All fragments
collected for routine histopathology were included in liquid paraffin and cut in a
microtome, being then colorized in HE standard protocol. Morphometric and metabolomic
analysis to the masticator muscles was then performed. In the morphometric analysis,
muscular fibers were analyzed in transversal cuts, measuring their section area. Five
muscle fiber groups - very small, small, medium, large and very large - were then
defined and both groups were then categorized. In the metabolomic analysis, fragments
collected from masseter muscle control group were submitted to high-resolution *H probe

HRMAS, analyzing each of the metabolites obtained through the control spectra.
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The results obtained from morphometric analysis revealed a slight increase in muscle
fiber area from masseter muscles, with little significance. Temporal muscle, on the other
hand, revealed a significant increase in muscle fiber area. In the metabolomic analysis

we determined the key metabolites derived from control masseter muscles for future
studies.

In conclusion, we are able to say that 7,12-dimethylbenz(a)anthracene can induce
alterations in masticator muscles, especially in the temporal muscle, being however
necessary further studies.
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