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RESUMO

O cancer de esb6fago € uma doenca agressiva e frequente em diversos paises e
tem o tabagismo como um de seus principais fatores de risco. O conhecimento
dos mecanismos de sua formagcdo €é de suma importancia para o
desenvolvimento de novas estratégias de prevengdo e tratamento. Nesse
sentido, o 6xido nitrico (NO) é uma molécula relevante em inumeras condi¢cbes
fisiologicas e patoldgicas. Ha evidéncias de que o aumento de sua expresséo
seja uma alteragdo relevante na origem do cancer de eséfago. O objetivo deste
estudo foi investigar a influéncia da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS)
na carcinogénese esofagica em um modelo experimental com camundongos
com inativagdo do gene Nos2. Os animais foram desafiados com o carcinbgeno
N-6xido de 4-nitroquinolina (4NQO) e PPG (diluente). Apés 24 semanas, a
ocorréncia de displasia e de carcinoma no revestimento epitelial do eséfago foi
verificada em cortes histolégicos e comparada estatisticamente entre os grupos
de animais selvagens (n = 23) e nocaute (n = 26). Finalmente, parametros
hematoldgicos foram comparados com a exposicdo ao carcindbgeno e a
ocorréncia de displasia e carcinomas. A presenca de carcinomas foi identificada
apenas nos animais desafiados com o 4NQO, demonstrando a efetividade do
modelo experimental. Todavia, nos animais expostos ao carcindbgeno, a
ocorréncia de carcinoma foi muito similar entre os grupos. Alteragdes na
contagem de plaquetas mostraram diferencas significantes conforme a presenca
de displasia ou carcinoma. Em suma, tais resultados n&o corroboram maior
relevancia para a enzima iNOS na ocorréncia de cancer de es6fago, embora
possa haver influéncia em outros aspectos da carcinogénese e da progressao

tumoral nesse 6rgéo.



Palavras-chave: Carcinogénese; Oxido Nitrico; Neoplasias esofagicas.

ABSTRACT

Esophageal cancer is an aggressive and frequent disease in several countries
and has smoking as one of its main risk factors. Knowledge of the mechanisms
behind its formation is extremely important for the development of new prevention
and treatment strategies. In this sense, nitric oxide is a relevant molecule in
numerous physiological conditions. There is evidence that increased expression
is a relevant change in the origin of esophageal cancer. The objective of this study
was to investigate the influence of the enzyme inducible nitric oxide synthase
(INOS) on esophageal carcinogenesis in an experimental model with mice with
inactivation of the INOS gene. The animals were challenged with 4NQO
(carcinogen) and PPG (diluent), diluted in the water available for ingestion over
16 weeks, followed by eight weeks without exposure to the carcinogen. The
occurrence of carcinomas in the epithelial lining of the esophagus was then
verified in histological sections and statistically compared between the groups of
wild-type (n = 23) and knockout (n = 26) animals. Finally, hematological condition
was evaluated according to carcinogen exposure and occurence of epitelial
displasia and carcinoma. The presence of carcinomas was identified only in
animals challenged with 4NQO, demonstrating the effectiveness of the
experimental model. However, in animals exposed to the carcinogen, the
occurrence of carcinoma was very similar between wild-type and knockout
animals. Platelet count varied according to Nos2 condition and histopathology. In

short, these results do not corroborate the greater relevance of the INOS enzyme



in the occurrence of esophageal cancer, although it may have an influence on

other aspects of carcinogenesis and tumor progression in this organ.

Keywords: Carcinogenesis; Nitric oxide; Esophageal Neoplasm.

1. INTRODUGAO E REFERENCIAL TEORICO

O céncer de es6fago € uma doencga agressiva, responsavel pela morte de mais
de 500 mil pessoas anualmente em todo o mundo, o que corresponde a sexta
causa mais comum de morte relacionada a cancer. Sua incidéncia varia em
diferentes paises, sendo mais comum na Asia e é frequente também em paises
da Europa e da América Latina. Sua incidéncia tem sido reduzida em alguns
paises (como a China e Colémbia) enquanto outros (Holanda e Dinamarca) tem
sofrido aumento da incidéncia (Arnold et al., 2020). No Brasil, onde a incidéncia
da doenga mostra discreta reducdo, estimativas recentes indicaram mais de
10.000 novos casos diagnosticados anualmente (Instituto Nacional de Céncer,

2023).

A doenga compreende dois tipos histopatoldgicos principais, carcinoma de
células escamosas (CCE) e adenocarcinoma, sendo o primeiro responsavel pela
maioria dos casos na maioria dos paises (Lander et al., 2023). Fatores de risco
sao melhor conhecidos para o CCE, destacando-se envelhecimento, ma
alimentacao, falta de exercicios, obesidade, consumo de bebidas alcbolicas e,
principalmente, o tabagismo (Liu et al., 2020). Quando o uso de tabaco
acompanha o consumo de alcool, o risco de CCE de esbdfago aumenta

sinergicamente (Scherubl, 2022).



A sobrevida em cinco anos dos pacientes com diagnoéstico de CCE de esbéfago
€ inferior a 20% (Aziz et al., 2023; Mukherjee et al., 2023). Dado o prognaostico
ruim, aprofundar o conhecimento a respeito dos mecanismos que conduzem a
progressao tumoral € de suma importancia para o desenvolvimento de novas

estratégias de prevencgéao e tratamento.

A identificagdo de moléculas-chave no desenvolvimento do cancer é muito
importante para elucidar os mecanismos centrais que poderiam ser alvos de
prevencao e terapia antineoplasica. O 6xido nitrico (NO) € um radical livre
gasoso que, quando produzido em magnitude e ritmo adequados, atua como
molécula de sinalizagdo em processos bioldgicos como vasodilatagao, resposta
inflamatdria e neurotransmissao. A enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
codificada pelo gene NOS2 em humanos (Nos2 em camundongos), € uma das
principais responsaveis pela producdo de NO. Por outro lado, a sintese
excessiva e desregulada desse radical tem sido implicada como causa ou fator
contributario para condigdes fisiopatolégicas, incluindo cancer (Choudhari et al.,

2013).

Em particular, o NO e as espécies reativas dele derivadas, ao interagir com o
DNA, produzem mutagdes que geram instabilidade gendémica, na forma de
desaminagao nitrosativa, formacado de nitrosamina, alquilagdo do DNA ou
quebras da fita de DNA, além da inativagao de proteinas (Burney et al., 1999;
Kilinc et al., 2005; de Oliveira et al., 2017; Chen et al., 2024). A determinagao do
efeito predominante é complexa e, muitas vezes, depende do efeito do NO
tecidual, da concentragcdo administrada e do microambiente tumoral (Mintz et al.,

2021).



O 4NQO é um carcinégeno quimico soluvel em agua conhecido ha mais de
quatro décadas, com um complexo mecanismo carcinogénico que produz todos
os trés estagios do cancer: iniciagdo, promocdo e progressdo. E ativado no
sistema bioldgico pela enzima 4NQO redutase, muito presente em lingua e
esb6fago de camundongos (Kondo et al., 1977; Liu et al., 2022). O 4NQO favorece
mutacdes aleatdrias mediante reacio irreversivel com a parte nucleofilica do
DNA, preferencialmente a residuos de guanina, formando adutos que interferem
com a sintese da molécula complementar do DNA (Tada et al., 1976; Li et al.,
2020; Sagheer et al., 2021). Além das interagdes diretas com o genoma, 0 4ANQO
€ um indutor de estresse oxidativo intracelular que gera EROs também capazes
de ligagdo mutagénica ao DNA, bem como danos a proteinas e lipidios que
contribuem para progressédo tumoral (Sagheer et al., 2021). O 4NQO também
tem sido utilizado em modelos murinos para identificar caracteristicas genémicas
precoces no processo de carcinogénese esofagica, dentre outros aspectos (Tada
et al., 1976; Kondo et al., 1977; Zheng et al., 2019; Li et al., 2020; Sagheer et al.,

2021; Liu et al., 2022).

O microambiente tumoral tem papel central no crescimento dos canceres. A
inflamacao esta associada a tumorigénese, progressado do cancer e aumento do
risco de metastases a distancia. Aléem disso, as células de resposta envolvidas,
como linfécitos, neutrdfilos e plaquetas, desempenham funcgdes cruciais dentro
do microambiente tumoral. Assim, varios biomarcadores inflamatorios derivados
de células do sangue periférico, como a razao plaquetas/linfocitos (PLR) e a
relacdo neutrofilo/linfocito (NLR), tém demonstrado ter valor progndstico
significativo em casos de cancer de cabeca e pescocgo (Wang et al., 2022). Ja os

eosindfilos, conhecidamente envolvidos em doencas alérgicas ou infecgao por



helmintos, demonstraram em pesquisas iniciais reducdo da tumorigénese

quando aumentados (Jacobse et al., 2023).
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Introducgao

O cancer de esb6fago € uma doenga agressiva, responsavel pela morte de mais
de 500 mil pessoas anualmente em todo o mundo, o0 que corresponde a sexta
causa mais comum de morte relacionada a cancer (6,7). A doenga compreende
dois tipos histopatolégicos principais, carcinoma de células escamosas (CCE) e
adenocarcinoma, sendo o primeiro responsavel pela maioria dos casos na

maioria dos paises (3).

Destacam-se como fatores de risco para o CCE o envelhecimento, ma
alimentacao, falta de exercicios, obesidade, consumo de bebidas alcbdolicas e,
principalmente, o tabagismo (4). A sobrevida em 5 anos dos pacientes com
diagnostico de CCE de eséfago é inferior a 20% (6,7). Dado o progndstico ruim,
aprofundar o conhecimento a respeito dos mecanismos que conduzem a
progressao tumoral é de suma importancia para o desenvolvimento de novas

estratégias de prevencao e tratamento.

O microambiente tumoral tem papel central no crescimento dos canceres.
Células envolvidas na inflamagao sistémica, como linfocitos, neutréfilos e
plaquetas, desempenham funcgdes cruciais dentro do microambiente tumoral.
Assim, varios biomarcadores inflamatoérios derivados de células do sangue
periférico, como a razao plaquetas/linfocitos (PLR) e a relagéo neutrofilo/linfécito
(NLR), ttm demonstrado ter valor progndstico significativo em casos de cancer
de cabecga e pescogo (20). Ja os eosindfilos, conhecidamente envolvidos em
doencgas alérgicas ou infecgdo por helmintos, demonstraram em pesquisas

iniciais redugao da tumorigénese quando aumentados (21).
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A identificagdo de moléculas-chave no desenvolvimento do cancer € muito
importante para elucidar os mecanismos centrais que poderiam ser alvos de
prevengado e terapia antineoplasica. O 6xido nitrico (NO) € um radical livre
gasoso que, quando produzido em magnitude e ritmo adequados, atua como
molécula de sinalizagdo em processos biolégicos como vasodilatagdo, resposta
inflamatoria e neurotransmissdo. Por outro lado, a sintese excessiva e
desregulada de NO tem sido implicada como causa ou contribuindo para
condigbes fisiopatoldgicas, incluindo cancer (8). A determinagdo do efeito
predominante é complexa e, muitas vezes, depende do efeito do NO tecidual, da

concentracdo administrada e do microambiente tumoral (13).

O 4NQO ¢é um carcinégeno quimico soluvel em agua conhecido ha mais de
quatro décadas, com um complexo mecanismo carcinogénico que produz todos
os trés estagios do cancer: iniciacdo, promocdo e progressdo. E ativado no
sistema bioldgico pela enzima 4NQO redutase, muito presente em lingua e
esb6fago de camundongos (14,15). O composto tem sido utilizado em modelos
murinos para identificar caracteristicas gendmicas precoces no processo de

carcinogénese esofagica, dentre outros aspectos (15,19).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da enzima INOS
na carcinogénese esofagica, analisando a incidéncia de carcinomas em
camundongos com inativagdo do gene Nos2 e tratados com o carcindgeno

4NQO.
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Materiais e métodos

Este estudo foi desenvolvido a partir de experimento concebido para avaliar
como desfecho primario a formagao de tumores em lingua, cujos resultados ja

foram relatados (Santos et al., 2024; Costa, 2022).

Os procedimentos experimentais aqui relatados foram previamente aprovados
pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de

Uberlandia (CEUA-UFU, registro n°® 100/18).

Animais

A unidade experimental consistiu em camundongos (Mus musculus) machos de
duas linhagens diferentes: C57BL/6J (sem modificagdo no gene Nos2,
denominados “selvagens”) e B6.129P2-Nos2i™'LaW’ (com inativagdo do gene
Nos2, denominados “nocaute”). Os camundongos selvagens foram cedidos pela
Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-
UFU). Os animais com o gene Nos2 inativo (estoque JAX #002609) foram
cedidos pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(ICB-USP). A linhagem geneticamente modificada nocaute foi desenvolvida no
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade da Virginia e é fornecida
internacionalmente pelo Laboratério Jackson (Bar Harbor, EUA).
Resumidamente, Laubach et al., 1995 (22) usaram um vetor de direcionamento
com resisténcia a neomicina e genes de timidina quinase do virus herpes simplex
para romper os exons 12 e 13 do dominio de ligacdo a calmodulina do gene
Nos2. Os animais obtidos com este método foram cruzados com C57BL/6 e

retrocruzados com C57BL/6J por 11 geragdes e nao apresentam resposta sérica

13



de NO. O universo amostral consistiu em 61 animais, de acordo com Tang et al.,
(23), distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, estabelecidos de acordo com
a exposicdo ao carcindgeno 4NQO e com a condicdo do gene Nos2:
controle/selvagem (n = 15), controle/nocaute (n = 15), experimental/selvagem (n

= 15) e experimental nocaute (n = 16).

Os animais avaliados eram livres de patdégenos especificos, tinham entre 8 e 12
semanas de idade e pesavam 24,2 + 2,6g no inicio do tratamento. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados na REBIR-UFU, com os animais
mantidos em microisoladores ventilados de 32 x 20 x 21cm, a 22°C, ciclos claro-

escuro de 12h, livre acesso a ragao comercial para roedores e agua esterilizada.

Protocolo experimental

Os camundongos dos grupos experimentais foram expostos ao 4NQO (N8141,
Sigma-Aldrich, San Louis, EUA) diluido em PPGe em seguida na agua disponivel
para os animais, na concentracdo de 50ug/mL de 4NQO na agua, conforme
proposto por Tang et al. (2004) (23). Os grupos controles receberam apenas PPG
diluido em agua. As solugdes foram apresentadas como a unica fonte de agua
disponivel aos animais durante 16 semanas (‘periodo de exposicdo”). Em
seguida, tais substancias foram retiradas e apenas agua foi oferecida por 8
semanas (“periodo de observagédo”). Ao final, os camundongos foram
anestesiados com administragdo intraperitoneal de cetamina (100mg/kg) e
xilazina (10mg/kg), seguida por puncado do plexo vascular retro-orbital para

coleta de aproximadamente 1mL de sangue periférico, depositado em tubos de
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EDTA, e em seguida eutanasiados por deslocamento cervical conforme proposto

por Parasuraman et al. 2010 (24).

O esbfago foi extraido mediante acesso por corte longitudinal mediano da pele,
identificado como uma delgada estrutura tubular e retilinea, localizada
predominantemente na cavidade toracica, delimitada pela faringe e pelo
estdmago. Apds avaliagdo macroscopica, foram fixados em paraformaldeido a
7%, por 24 horas, e entdo embebidos em parafina. Cortes histolégicos de 3um
foram corados com hematoxilina e eosina e digitalizados (Aperio AT2, Leica

Biossystems, Nussloch, Alemanha) com ampliacdo de 400x.

As alteragbes no revestimento epitelial do eséfago foram analisadas por dois
patologistas. Achados de interesse consistiram na presenca de displasia,
formagdes tumorais exofiticas e carcinomas, esses caracterizados por
pleomorfismo celular, alteragdes arquiteturais e invaséo do tecido conjuntivo, n&o
importando se superficial ou profunda. Ainda, foram avaliadas a presenca de
infiltrado inflamatério subjacente ao epitélio, com especial interesse em

eosinofilos.

Analise do microambiente tumoral

O microambiente tumoral foi analisado com o software Image Pro PLUS, versao
6.0 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA), a partir das laminas
digitalizadas. Trés areas de estroma adjacente ao carcinoma foram selecionadas
no aumento de 20X, nas quais foram marcados e classificados 250 pontos para
avaliagdo dos seguintes parametros: estroma tumoral, células inflamatérias,

infiltrado inflamatdrio, vasos sanguineos, fibras colagenas e artefato. Para cada
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camundongo, o resultado foi estabelecido pela média da area ocupada por cada

parédmetro nas trés areas avaliadas (25).

Analise estatistica

As analises inferenciais foram realizadas nas calculadoras disponiveis no portal

Social Science Statistics (https.//www.socscistatistics.com). Analises de

contingéncia com teste exato de Fisher foram realizadas para verificar diferencas
na incidéncia de lesbes entre os grupos. Teste f, de Kruskal-Wallis ou ANOVA
foram empregados para avaliar diferengas quantitativas relacionadas a
parametros hematolégicos na comparagcdo de grupos e alteragdes

histopatoldgicas. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%

Resultados

Ao longo do experimento, 11 camundongos evoluiram a ébito, dos quais dois (do
grupo nocaute) ainda no periodo de aclimatagao ao local do experimento, outro
por apresentar deformidade dentofacial que resultou em desnutricdo inanicao e
os demais por caquexia neoplasica’. Ainda, trés amostras de es6fago foram
perdidas durante sua retirada e processamento histologico. Ao final, foram

avaliados 47 animais, sendo 23 selvagens e 24 nocaute.

Durante a macroscopia, os es6fagos foram observados como fragmentos

longilineos de tecido mole, delgados, pardacentos, medindo cerca de 2 cm em

' Tais animais desenvolveram tumores orais e esofageanos exofiticos que obstruiram vias
alimentares e respiratérias, ocasionando o 6bito.
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sua maior extensao, por vezes com lesdes exofiticas visiveis conforme ilustrado

na Figura 1.

Figura 1. Amostras de eséfago de camundongos expostos a N-6xido de 4-
nitroquinolina, fotografadas em exame macroscépico apds retirada por necropsia e
posterior fixacdo em formalina. Verifica-se em algumas delas projecbes exofiticas

reconhecidas como tumores.

Como apresentado na Figura 2, independentemente da condi¢cao génica nenhum
dos 21 camundongos que receberam apenas PPG desenvolveu carcinoma, nem
mesmo tumores exofiticos ou displasia do epitélio de revestimento. Ja em
relagdo aos 26 animais desafiados com 4NQO, 65% apresentaram carcinoma.
Tais resultados mostram uma forte e estatisticamente significativa associagao
entre a exposi¢cao ao carcindbgeno e o desenvolvimento de carcinomas (p =

0,00002; teste exato de Fisher).
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Figura 2. Proporgcdo de camundongos que desenvolveram carcinoma em desafio com
carcinégeno N-6xido de 4-nitroquinolina (4NQO) ou apenas ingestdo do veiculo

propilenoglicol (PPG).

Ainda quando desconsiderada a condicao do gene Nos2, a exposi¢cao ao 4NQO
também resultou em alteragdes hematoldgicas, com aumento significativo do
numero de neutrofilos, RNL, plaquetas, RPL e IIS, embora com reducao de
linfécitos, conforme mostrado na Figura 3. Contudo, tais diferencas nao se
apresentaram entre animais selvagem e nocaute, exceto na analise de

plaquetas.

Como destacado na Figura 3D, a contagem de plaquetas no sangue periférico
aumentou significativamente com a progressdo da carcinogénese oral em
camundongos KO. Os valores médios foram maiores em animais KO com
carcinomas (2877 £ 541) quando comparados aos animais com displasia epitelial
(2656 + 360) e mucosa normal (2016 £ 296). Além disso, os animais KO com
carcinoma tiveram maior contagem periférica de plaquetas quando comparados

animais WT com carcinoma (1731 + 477).
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Figura 3. Marcadores inflamatérios sistémicos entre camundongos selvagens (WT) e
nocaute (KO) para o gene Nos2, considerando aqueles ndo expostos a N-6xido de 4-
nitroquinolina, com mucosa normal (MN), € os animais expostos a esse carcindgeno
que desenvolveram apenas displasia epitelial (DE) ou apresentaram carcinoma de
células escamosas (CCE). Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil.
Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) apontadas nas barras horizontais
com asteriscos (Aa C, E e F — teste de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn; D — teste
ANOVA com pés-teste de Tukey).

Aspectos histopatolégicos representativos dos principais achados do modelo sao
apresentados na Figura 4. O epitélio de revestimento do es6fago de todos os
camundongos expostos apenas ao PPG apresentaram-se com aspecto de
normalidade, ao contrario daqueles expostos ao 4NQO. Nesse ultimo grupo,
todos mostraram focos de displasia epitelial e 17 (36%) desenvolveram

carcinomas.
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Figura 4. Fotomicrografias ilustrando epitélio de revestimento do es6fago de

camundongo tratados com propilenoglicol apresentando aspecto de normalidade (a),
mucosa de animais desafiados com N-6xido de 4-nitroquinolina apresentando displasia
(b) e carcinoma (c). Todas as imagens foram obtidas de animais nocaute para o gene

Nos2. Coloragéo: hematoxilina e eosina.

Considerados apenas os camundongos expostos ao 4NQO, verificou-se que o
desenvolvimento de carcinomas ocorreu em propor¢do muito semelhante entre
animais selvagens e nocaute para o gene Nos2 (64% versus 67%,

respectivamente; p = 1,0, teste exato de Fisher), como apresentado na Figura 5.

NUmero de animais

WT KO

M Sem carcinoma M Com carcinoma
Figura 5. Propor¢gdo de camundongos selvagens (WT) ou nocaute (KO) para o gene

Nos2, desafiados com carcinégeno 4NQO, segundo propor¢do de individuos com

carcinomas.
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Novamente de forma restrita aos camundongos expostos ao 4NQO, verificou-se
propor¢cao mais frequente de tumores exofiticos nos animais nocaute do que nos
selvagens (60% e 36%, respectivamente), como ilustrado na Figura 6. Todavia,
nao foi verificada associagao estatistica significante entre esses parametros (p =

0,43; teste exato de Fisher).
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Figura 6. Proporcdo de camundongos selvagens (WT) ou nocaute (KO) para o gene

Nos2, segundo a presenca de lesdes exofiticas.

Ainda dentre os camundongos expostos ao 4NQO, os animais selvagens
mostraram proporcionalmente mais carcinomas pobremente diferenciados do
que os animais nocaute (Figura 7). Todavia, essa diferenca nao foi suficiente
para identificar associacao estatisticamente significativa entre condicdo génica e

diferenciacao histolégica dos tumores (p = 0,62; teste exato de Fisher).

21



H

w

N

[y

5 I I I
0 .
WT KO

mEMD mPD

Figura 7. Propor¢do de camundongos selvagens (WT) ou nocaute (KO) para o gene
Nos2, segundo a classificacdo histopatolégica dos carcinomas em moderadamente

diferenciados (MD) e pouco diferenciados (PD).

Infiltrado inflamatério foi observado subjacente a todos os carcinomas,
independentemente da condi¢do génica. A presenca de eosindfilos também néo
se mostrou estatisticamente associada a condicdo génica, como mostrado na

Figura 8 (p = 1,0; teste exato de Fisher).
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Figura 8. Proporcdo de camundongos selvagens (WT) ou nocaute (KO) para o gene

Nos2, segundo a presenca de eosinofilos.

Variaveis relacionadas ao microambiente tumoral ndo mostraram variagcéo

significativa em funcao da condi¢cado génica, dados na Tabela 1 (teste t).

Tabela 1. Variaveis do microambiente tumoral, dentre animais selvagens ou nocaute

para o gene Nos2.

Média (desvio-padrao)

Inflamacdao Vasos Colageno  Células tumorais  Estroma

WT 77(42) 54(23) 187 (54) 50,4 (8,4) 15,2 (7,0)
KO 8,1(54) 54(24) 134 (6,0) 54,6 (11,6) 16,2 (8,8)
p (teste #) 0,88 0,94 0,08 0,43 0,8

Finalmente, nos animais expostos ao 4NQO, parametros hematologicos também
nao mostraram associagdo com a condicdo génica, como pode ser observado

na Tabela 2 (teste t).
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Tabela 2. Parametros hematolégicos, dentre animais selvagens ou nocaute para o gene
Nos2.

Média (desvio-padrao)
RBCC MCV MHC MCHC Platelet
WT (162”05) 433(11) | 141 (14.1) 33,0 (2,0) 3974,9 (7588,7)
KO 9,9(1,9) | 43,1(2,5) 14,0 (0,6) 32,6 (0,9) 2770,6 (501,6)
Teste t 0,13 0,87 0,58 0,52 0,56
Média (desvio-padrao)
PLR Sl Neutrophil | Lymphocyte NLR
WT 134,8 (291,9) | 8923,9 (20627,8) | 52,4 (12,6) | 44,7 (12,1) 1,3 (0,6)
KO 73,7 (42,8) | 4426,6 (3999,2) |51,1(16,3)| 43,6 (13,4) 1,5(1,2)
p (Teste f) 0,46 0,45 0,83 0,84 0,66
Discussao

Com base em evidéncias atuais sobre a relagao entre o NO e desenvolvimento
e progressao do cancer, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia
da enzima iINOS na carcinogénese esofagica, a partir da verificacdo da
ocorréncia de lesbes em camundongos do tipo selvagem e nocaute para o gene

NosZ2 tratados com o carcindgeno quimico 4NQO.

Estudos in vitro com células em cultura sdo uteis para o estudo da
carcinogénese, com vantagens tais como relativa simplicidade, conveniéncia,
bom custo-efetividade e automacdo, porém nado € adequado extrapolar
totalmente os achados em células cancerosas humanas para aplicacbes
preventivas, diagndsticas e terapéuticas ja que a cultura ndo pode representar a
complexidade do microambiente tumoral, tampouco as diversas condi¢cdes
clinicas e sociais dos pacientes (17). Estudos in vivo com CCE induzido por

agentes carcindgenos em animais experimentais correspondem melhor as
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alteracgdes na arquitetura epitelial, ativagdo do estroma e recrutamento de células
imunes e vasos sanguineos, dentre outros aspectos, vistas nos tumores
humanos. Assim, modelos animais podem ser Uuteis para compreender os

determinantes da origem e progresséo do CCE de eséfago.

Chen et al. observaram que em ratos tratados com NMBA ha aumento no mRNA
para iNOS em tecidos pré-neoplasicos e papilomas, comparados a tecido normal
(26), e que ha redugao na incidéncia de tumores esofagicos (tendo identificado
apenas lesdes descritas como cancerizaveis e papilomas) em ratos tratados com
inibidor de iINOS (27). Nesse sentido, modelos com camundongos transgénicos
podem trazer informagdes mais especificas sobre as vias moleculares da doenca

(18).

O 4NQO ¢é um carcinégeno sintético e considerado o melhor produto quimico
para induzir alteragdes histologicas semelhantes em animais as dos seres
humanos. Numerosos estudos relataram a indugcao de 4NQO de carcinoma oral
e esofagico em modelos de ratos e camundongos (15). Ele imita os efeitos
cancerigenos do uso crénico do tabaco, que é o principal fator de risco para o
CCE de esobfago, ao causar estresse oxidativo intracelular, adugcao de DNA,
mutagénese e inducdo tumoral (18). Para investigar a influéncia de diferentes
moléculas neste processo, varios modelos de camundongos combinando
modificagdes genéticas com tratamento 4NQO tem sido testados (28,29). Até
onde a autora sabe, esta é a primeira investigacao do efeito no eséfago do

tratamento com 4NQO em camundongos nocaute para Nos2.

O NO é um radical livre gasoso permeavel a membranas bioldgicas, que funciona
como um mensageiro intercelular e intracelular, desempenhando papéis

fundamentais em uma série de processos, incluindo metabolismo celular, morte
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celular e sobrevivéncia celular. A relacdo entre céncer gastrointestinal e NO e
EROs foi proposta pela primeira vez na década de 1970 (11). Outros estudos
demonstraram que a expressdo da iINOS estaria envolvida no processo de
carcinogénese esofagica (26,30,31). De fato, foi verificado no presente estudo
que houve numero maior de carcinomas nos animais nocaute do que dos
selvagens, porém, sem diferencga estatisticamente significante. Tal resultado ndo
corrobora papel relevante para o NO na ocorréncia de CCE no es6fago, todavia
nao exclui a participacdo dessa molécula em outras etapas e parametros da
carcinogénese e da progressao tumoral nesse 6rgao, as quais demandam

investigacdes adicionais.

O microambiente do tumor é infiltrado por uma populagao heterogénea de
células do sistema imunoldgico, cada uma desempenhando um papel diferente
na comunicacgao entre as células cancerigenas e o hospedeiro, favorecendo ou
suprimindo a progressao tumoral (32). Essa comunicacao € impulsionada por
uma rede complexa e dindmica de citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, enzimas histoliticas, proteinas pro-inflamatdérias e remodeladoras
da matriz extracelular as quais s&o capazes de modular diretamente o

desenvolvimento tumoral (33).

Os neutrdéfilos sdo os leucdcitos mais abundantes na circulagdo e tém sido
considerados como primeira linha de defesa no brago inato do sistema
imunolégico. O microambiente em diferentes tecidos pode induzir os neutrdfilos
a adquirir fungdes especializadas. No caso de cancer, o numero de neutrofilos
na circulagdo aumenta, e o fenétipo dessas células muda ao longo da progressao
do tumor. (34). Ao contrario dos neutréfilos, os linfocitos fornecem protecdo do

hospedeiro contra tumores. Assim, a infiltragao de linfocitos esta associada a um
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melhor progndstico. Em contrapartida, a linfopenia indica comprometimento da
imunidade celular contra tumores e esta associada a um mau progndstico (35).
No presente estudo foi observado aumento do numero de neutrdfilos e
diminuicdo da contagem de linfocitos nos animais com carcinoma de ambas as
linhagens, em comparagao aos animais sem alteracdo. A interagcédo entre o dano
causado pela neutrofilia e o efeito protetor dos linfoécitos pode ser medida pela

NLR, que também foi maior nos casos de carcinomas.

Enquanto os eosindfilos sdo conhecidos efetores em doencga alérgica, novas
funcdes tém sido descobertas na patobiologia do cancer. Jacobse et al, 2023
demonstraram que os eosindfilos infiltram o CCE humano em maior extensao
nos estagios iniciais versus tardios. Além disso, foi visto aumento de eosindfilos
concomitante a aumento de INOS em es6fago em outro modelo de
carcinogénese em camundongos transgénicos (36) e que a redugao do numero
de eosindfilos por diferentes estratégias exacerba a tumorigénese (34). Em
nosso estudo, os eosindfilos e o infiltrado inflamatdrio foram observados tanto
em areas de displasia e de carcinoma, sem diferenga entre animais selvagem e

nocaute para Nos2.

As plaquetas atuam como células multifuncionais participando da resposta
imune, inflamacao, alergia, regeneracao tecidual e linfoangiogénese. Entre os
aspectos mais bem estabelecidos do papel das plaquetas em disturbios nao
hemostaticos ou trombaticos, destaca-se sua participagao na invasao do cancer
e na metastase. A interagdo de muitas células cancerosas diferentes com
plaquetas leva a ativacao plaquetaria e, por outro lado, a ativagao plaquetaria é
fortemente instrumental para as atividades pré-carcinogénicas e pro-
metastaticas das plaquetas (37). Animais nocaute com carcinoma apresentaram
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maior nivel na contagem de plaquetas, do que animais selvagens com
carcinoma. A hipotese para o ocorrido é que haveria um aumento na agregacéo
plaquetaria devido a falta de NO, porém, sdo necessarios mais assuntos sobre

o tema.

Por fim, o 1IS foi maior apenas para animais KO com carcinoma em comparagao
com a mucosa hormal. Este indice € calculado como contagem de plaquetas x
contagem de neutrofilos/contagem de linfocitos, e é um biomarcador
recentemente proposto que tem sido usado para o prognoéstico de varias
neoplasias. Trabalhos relataram que um aumento da IIS prediz piores resultados

de sobrevida em varios tipos de cancer (20).

Este estudo limita-se a um unico periodo de observagao de 8 semanas apés o
tratamento com 4NQO. Periodos maiores podem trazer novas informacgdes,
considerando que outros estudos acompanharam os animais por até 16
semanas (23,28). De acordo com a literatura, a neoplasia escamosa do es6fago
induzida por 4-NQO progride de hiperplasia para displasia, e de displasia para
carcinoma ao longo do tempo (6). Tendo em vista a grande quantidade de areas
identificadas com displasia, seria esperado um numero maior de lesdes ao final

de 32 semanas de experimentacdo em comparagao com 24 semanas.

Outro aspecto é a falta de padronizacdo na literatura dos parametros
morfolégicos para classificagao das lesdes de es6fago murino (18), o que gera
algum nivel de subjetividade nas analises. Por fim, devido a forma de preparagéo
da amostra, nem toda a extensdo do es6fago € examinada em cada corte e
lesbes podem ser perdidas neste processo, sendo oportuno o desenvolvimento

de dispositivos ou técnicas para melhor avaliagao da extensao do 6rgéao.
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Com base nestes resultados, concluimos que a auséncia de iINOS nao tem efeito
aparente na incidéncia de carcinomas induzidas por 4NQO em camundongos,
destacando que o estudo aqui apresentado tem limitacbes que impedem a
extrapolagdo de seus resultas a etapas especificas da carcinogénese e da

progressao tumoral.
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ANEXO |

@j Universidade Federal de Uberlandia \_C;(Q’d;'

— Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais — Utlizagao de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito da Oxido Nitrico Sintase
Induzivel nos Mecanismos Genéticos e Epigenéticos de Diferentes
Etapas da Carcinogénese Bucal Experimental Induzida por 4-NQO
em Camundongos Nos2+/+ e Nos2-/-", protocolo n® 100/18, sob a
responsabilidade de Adriano Mota Loyola — que envolve a
produgdo, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAQAQ DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunidao 29 de
Margo de 2019.

(We certify that the project entitled “Efeito da Oxido Nitrico Sintase Induzivel nos Mecanismos
Genéticos e Epigenéticos de Diferentes Etapas da Carcinogénese Bucal Experimental Induzida
por 4-NQO em Camundongos Nos2+/+ e Nos2-/-.”, protocol 100/18, under the responsibility of
Adriano Mota Loyola - involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in
accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n° 6.899 of
July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of March 26th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 12/08/2018 Término: 01/02/2021

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Camundongo isogénico C57BL/6/
Camundongo Knockout APPSWDI/NOS2-/-

Numero de animais 180

Peso / Idade 20g — 25g/ 6 semanas

Sexo Macho

Origem / Local Rede de Biotérios de Roedores da UFU
(REBIR-UFU)

Local onde serdo mantidos os animais: Rede de Biotérios de Roedores da UFU
(REBIR-UFU)

Uberlandia, 15 de Abril de 2019.

)

Prof. Dr. Llcio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA
SEI N2 1201, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2018
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