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RESUMO 

 

 

Introdução: A carcinogênese oral é um processo multifatorial mediado por alterações 

genéticas e epigenéticas. A Histona Desacetilase 6 (HDAC6), uma enzima com diversificadas 

funções citoplasmáticas, tem sido associada à progressão de neoplasias, mas seu perfil de 

expressão na sequência que vai da displasia ao carcinoma oral ainda não está completamente 

elucidado. Objetivo: Analisar a imunomarcação de HDAC6 em mucosa normal, DE e CCE 

murino induzido pelo carcinógeno 4NQO e etanol, buscando identificar marcadores 

epigenéticos com potencial diagnóstico, prognóstico e terapêutico. Materiais e Métodos: 

Foram utilizados 120 camundongos C57BL/6J, distribuídos em oito grupos experimentais de 

acordo com o tratamento (4NQO/EtOH, 4NQO/H₂O, PPG/EtOH, PPG/H₂O) e o sexo. Após 25 

semanas, as línguas foram processadas para análise histopatológica (classificando-se mucosa 

normal - MN, displasia branda - DBR, displasia acentuada - DAR e carcinoma de células 

escamosas - CCE) e subsequentemente submetidas à imuno-histoquímica para HDAC6. A 

quantificação da marcação foi realizada por morfometria digital. Resultados: A expressão de 

HDAC6 demonstrou um perfil dinâmico ao longo da carcinogênese. Foi observado, em ambos 

os sexos, 

um aumento significativo da imunomarcação nas lesões displásicas (DBR e DAR) quando 

comparadas aos CCE, que exibiram padrão heterogêneo e menor imunorreatividade. Embora 

tenham sido notadas tendências de variação na expressão relacionadas ao sexo e ao agente 

carcinogênico, essas diferenças não alcançaram significância estatística. Conclusão: A 

HDAC6 apresenta expressão aumentada nas fases iniciais da carcinogênese oral experimental, 

com marcante redução nos carcinomas estabelecidos. Este padrão sugere um papel relevante da 

enzima na fase pré-maligna, posicionando-a como um potencial marcador de interesse para 

estudos futuros sobre a progressão tumoral oral. 

 

Palavras-chave: Carcinogênese; Epigenética; Desacetilase 6 de Histona;  4-Nitroquinolina- 

1-Óxido; Carcinoma de Células Escamosas Bucal. 
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ABSTRACT 

Introduction: Oral carcinogenesis is a multifactorial process mediated by genetic and 

epigenetic alterations. Histone Deacetylase 6 (HDAC6), an enzyme with diverse cytoplasmic 

functions, has been associated with neoplasm progression, but its expression profile in the 

sequence from dysplasia to oral carcinoma is not yet fully elucidated. Objective: To analyze 

HDAC6 immunostaining in normal mucosa, epithelial dysplasia (ED), and oral squamous cell 

carcinoma (OSCC) in a murine model induced by 4NQO and ethanol, seeking to identify 

epigenetic markers with diagnostic, prognostic, and therapeutic potential. Materials and 

Methods: A total of 120 C57BL/6J mice were used, distributed into eight experimental groups 

according to treatment (4NQO/EtOH, 4NQO/H₂O, PPG/EtOH, PPG/H₂O) and sex. After 25 

weeks, the tongues were processed for histopathological analysis (classified as normal mucosa 

- NM, mild dysplasia - MiD, severe dysplasia - SeD, and squamous cell carcinoma - SCC) and 

subsequently subjected to immunohistochemistry for HDAC6. Staining quantification was 

performed by digital morphometry. Results: HDAC6 expression demonstrated a dynamic 

profile throughout carcinogenesis. In both sexes, a significant increase in immunostaining was 

observed in dysplastic lesions (MiD and SeD) when compared to SCCs, which exhibited a 

heterogeneous pattern and lower immunoreactivity. Although trends of variation in expression 

related to sex and the carcinogenic agent were noted, these differences did not reach statistical 

significance. Conclusion: HDAC6 shows increased expression in the initial phases of 

experimental oral carcinogenesis, with a marked reduction in established carcinomas. This 

pattern suggests a relevant role of the enzyme in the pre-malignant phase, positioning it as a 

potential marker of interest for future studies on oral tumor progression. 

Keywords: Carcinogenesis; Epigenetics; Histone Deacetylase 6; 4-Nitroquinoline-1-Oxide; 

Oral Squamous Cell Carcinoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

A carcinogênese é compreendida como um processo multifatorial e dinâmico, no qual 

diferentes mecanismos, de forma progressiva, alteram várias funções celulares que transformam 

uma célula normal em uma célula maligna (1). Entre essas capacidades, destacam-se a 

autossuficiência nos sinais de crescimento, a insensibilidade a sinais inibidores e a evasão à 

apoptose, que, em conjunto, são responsáveis pela sobrevivência dos clones neoplásicos (2). Cada 

uma dessas características associadas ao câncer é regulada por vias específicas de sinalização 

celular. A plasticidade e a redundância presentes nessas vias de sinalização costumam contribuir 

tanto para a recidiva dos tumores quanto para a resistência aos tratamentos quimioterápicos 

tradicionais (2). Nesse contexto, torna-se relevante identificar moléculas reguladoras 

fundamentais envolvidas nessas vias de sinalização, com o propósito de aprofundar a 

compreensão dos mecanismos que sustentam a tumorigênese e, ao mesmo tempo, de desenvolver 

estratégias terapêuticas de maneira mais específica e eficiente contra as células tumorais. 

A transformação de uma célula normal em uma célula cancerosa com potencial invasivo 

geralmente não ocorre de maneira imediata. Na verdade, trata-se de um processo gradual. Durante 

esse percurso, é habitual que surjam etapas intermediárias, reconhecíveis morfologicamente 

como lesões pré-malignas (1). Quando localizadas na mucosa oral, essas alterações são 

denominadas como desordens bucais potencialmente malignas (3,4). Essas alterações são 

definidas como condições clínicas associadas a um risco aumentado de desenvolvimento de 

câncer oral, precedendo-o na maioria dos casos (5,6). Entre essas lesões, a displasia epitelial oral 

ocupa posição importante, por representar um estágio intermediário à transformação tumoral 

durante a carcinogênese. Essa condição se caracteriza por um conjunto progressivo de alterações 

morfológicas que refletem distúrbios genéticos e epigenéticos acumulados ao longo do processo, 

precedendo a transformação maligna (7). 

Nesse sentido, a epigenética tem se destacado como uma área de investigação em rápida 

expansão, de modo a ofertar novas perspectivas para a compreensão dos processos biológicos 

que sustentam o binômio saúde-doença (8, 9). A epigenética dedica-se ao estudo de alterações na 

expressão gênica que não resultam de modificações na sequência de DNA, mas de alterações 

químicas no próprio DNA ou em proteínas a ele associadas, capazes de influenciar, de forma 

significativa, a diferenciação celular, o desenvolvimento tecidual e a suscetibilidade a diversas 

patologias (8). 

Modificações pós-traducionais de histonas são adicionadas e removidas de maneira altamente 
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regulada por enzimas modificadoras de histonas, compondo um sistema capaz de influenciar 

diretamente processos essenciais como transcrição, reparo e replicação do DNA, portanto, são 

reconhecidas como moléculas capazes de induzirem alterações epigenéticas no DNA (9). Nesse 

sentido, mudanças nos padrões dessas marcas ou na expressão dos reguladores epigenéticos 

podem desencadear efeitos profundos e favorecer a indução e manutenção de diferentes tipos de 

câncer, uma vez que distorcem o equilíbrio transcricional necessário à homeostase celular (9). 

Assim como ocorre na variabilidade celular normal, mecanismos epigenéticos, sobretudo 

modificações reversíveis de histonas e padrões de metilação do DNA, originam múltiplos estados 

transcricionais, os quais resultam em populações tumorais marcadamente dinâmicas e 

heterogêneas (10). Essa plasticidade permite que o epigenoma consiga se adaptar para favorecer 

a sobrevivência celular, mesmo diante de tratamentos quimioterápicos, como enzimas de reparo 

e proteínas anti-apoptóticas, o que contribui para a emergência de clones resistentes e para a 

ineficácia de terapias citotóxicas direcionadas (10). 

As proteínas histonas, tanto em suas caudas quanto em seus domínios globulares, podem 

apresentar ampla variedade de modificações pós-traducionais, incluindo metilação, acetilação e 

fosforilação de seus resíduos de aminoácidos (11). Essas modificações modulam de forma direta 

a compactação da cromatina e a acessibilidade ao DNA, influenciando a expressão gênica e, 

consequentemente, processos relacionados ao crescimento celular, diferenciação, renovação 

proteica e mecanismos de morte celular (11, 12).A inativação epigenética de genes essenciais a 

essas funções constitui uma marca central de diversas patologias humanas, especialmente do 

câncer (12). 

Entre essas modificações, a acetilação de histonas destaca-se como uma das mais relevantes, 

sendo regulada principalmente pela ação coordenada das enzimas histonas acetiltransferases 

(HATs) e as histonas desacetilases (HDACs) (13,14). O equilíbrio entre acetilação e 

desacetilação dos resíduos de lisina é determinante para a manutenção da homeostase celular; do 

contrário, pode favorecer tanto a aquisição de fenótipo maligno quanto a progressão tumoral (15). 

Portanto, a modulação farmacológica das HDACs representa uma estratégia essencial, já que a 

inibição dessas enzimas tende a restaurar padrões de expressão gênica capazes de reverter 

anormalidades relacionadas à proliferação, migração, vascularização e sobrevivência celular 

(12). 

Entre as diversas HDACs já identificadas, a HDAC6 (Histona Desacetilase 6) ocupa posição 
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singular, primeiro, por atuar predominantemente no citoplasma, e, segundo, por regular tanto 

proteínas histonas quanto não histonas, incluindo a α-tubulina (12). A expressão aumentada de 

HDAC6 já foi observada em neoplasias como câncer de mama, linfomas difusos de grandes 

células B e linfomas periféricos de células T e em tumores mais avançados quando comparado 

com tumores em estágios iniciais (14). Dessa forma, a HDAC6 se coloca como importante 

regulador epigenético capaz de modular proliferação, migração e resistência celular, 

características fundamentais das células tumorais. 

A análise da carcinogênese em modelos experimentais, embora apresente limitações quanto 

à extrapolação direta dos resultados para a espécie humana, oferece condições controladas que 

permitem observar fenômenos biomoleculares com mínima interferência de fatores ambientais. 

Essa abordagem possibilita caracterizar de maneira sistemática os efeitos de uma agressão 

química contínua e monitorar, ao longo do tempo, as alterações periódicas que ocorrem no 

epitélio, favorecendo a compreensão detalhada das interações entre diferentes tipos celulares e 

seus microambientes (16, 17). Assim, modelos de animais capazes de reproduzir de forma 

fidedigna à carcinogênese oral humana tornam-se ferramentas fundamentais para a compreensão 

dos mecanismos que governam o aparecimento de desordens bucais potencialmente malignas em 

humanos e para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapêuticas (16). 

Embora nenhum modelo animal seja perfeitamente transponível ao cenário humano, o 

modelo murino induzido por 4-nitroquinolina-1-óxido (4NQO) é amplamente reconhecido por 

mimetizar características morfológicas, histológicas, genômicas e moleculares da carcinogênese 

oral (16, 17). Seu sucesso decorre, em grande parte, da reprodutibilidade experimental, da baixa 

variabilidade entre animais, da possibilidade de estudos longitudinais com intervenções invasivas 

ou manipulações gênicas e da obtenção de amostras representativas de todos os estágios da 

transformação neoplásica, especialmente das lesões pré-malignas (17). O 4NQO é um potente 

agente mutagênico que desencadeia alterações no DNA semelhantes às provocadas pelos 

carcinógenos do tabaco. Esse modelo reproduz de forma fiel a progressão tumoral clínica e 

microscópica, permitindo acompanhar desde mudanças arquiteturais iniciais no epitélio até o 

estabelecimento da invasão (17). Apesar disso, poucos estudos investigaram como agentes 

iniciadores e promotores clássicos da carcinogênese oral, como o tabaco e o álcool, modulam a 

paisagem epigenética do epitélio de revestimento bucal ao longo desse processo. 

Diante de tudo que foi exposto acima, o presente estudo tem como objetivo analisar a 

imunomarcação de HDAC6 em mucosa normal, displasia epitelial (DE) e carcinoma de células 
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escamosa oral (CCEO) em murino induzido por 4NQO e etanol, buscando identificar marcadores 

epigenéticos com potencial diagnóstico, prognóstico e terapêutico para os CCEO que acometem 

os seres humanos, a neoplasia maligna epitelial mais frequente da cavidade oral, representando 

cerca de 95% dos tumores dessa região (18,19). 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Ensaio in vivo 

 

Sessenta camundongos machos e sessenta camundongos fêmeas da espécie Mus 

musculus, linhagem C5BL6/J, com 6 semanas de vida e pesando em média 25mg, foram 

submetidos ao protocolo de carcinogênese química induzida em mucosa de língua pela 4- 

nitroquinoléina-N-óxido (4NQO) e etanol a 8% (EtOH), conforme proposto por Nazário et al. 

(2025) (13). Os animais foram tratados, inicialmente, com solução contendo 4NQO diluída em 

propilenoglicol (PPG) e água de beber a 100ug/mL por 10 semanas, seguido de EtOH 8% por 15 

semanas. As soluções foram ofertadas em mamadeiras de 330 mL acopladas por mini-isolador e 

protegidas da luz, em regime ad. libitum. Com o objetivo de realizar o controle do tratamento, 

utilizou-se solução de PPG diluída em água de beber a 5mg/mL para o tratamento com 4NQO, 

enquanto foi utilizada água filtrada (H2O) para controle do tratamento de EtOH 8%. Desta forma, 

os animais de cada sexo foram alocados em quatro subgrupos aleatoriamente, de acordo com 

cada tratamento recebido. Logo, totalizaram-se 08 grupos experimentais (4NQO/EtOH, 

4NQO/H2O, PPG/H2O, PPG/EtOH), com 15 animais cada (Figura 1). 

O número de amostras foi estimado com base nos dados de Tang et al. (2004) (22). Foram 

consideradas as diferenças na proporção de incidência de CCEO de língua entre os grupos 

experimental (n = 10) e controle (n = 5), observadas após 28 semanas de experimento, 

correspondendo a 100% e 0%, respectivamente. Admitindo-se α = 5%, poder estatístico de 80%, 

teste de hipótese monocaudal e uma expectativa de perda de 30% das amostras do grupo 

experimental, determinou-se o número de 15 amostras por grupo. 
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Figura 1 - Delineamento experimental de indução de carcinogênese bucal proposto no estudo. 

 

A fase de experimentação animal foi desenvolvida nas instalações do Biotério Central da 

Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlândia (REBIR-UFU), localizado 

no bloco 4C do Campus Umuarama, em Uberlândia (MG). Os animais foram mantidos em mini- 

isoladores VentLife® com dimensões de 32 × 20 × 21 cm, sendo alocados cinco espécimes por 

unidade. Cada isolador continha cama de maravalha e dispunha de sistema de ventilação com 

entrada e exaustão de ar filtradas, sob condições controladas de temperatura (22 °C) e ciclo claro- 

escuro de 12 horas. A ração comercial para pequenos roedores foi disponibilizada ad libitum pelo 

REBIR-UFU. 

Durante todo o ensaio pré-clínico, realizou-se monitoramento semanal do peso corporal 

e do consumo hídrico dos animais. A partir da vigésima semana de tratamento, os espécimes 

passaram a ser avaliados a cada 12 horas para detecção de indicadores de sofrimento, incluindo 

redução ≥ 20% do peso corporal, vocalização excessiva, alterações nas excretas, espasmos, 

alopecia, piloereção, diminuição do turgor cutâneo, cifose vertebral, redução do grooming, 

hipoatividade e prostração. A intensidade da dor foi mensurada segundo a Mouse Grimace Scale, 

conforme parâmetros estabelecidos pelo National Centre for the Replacement & Reduction of 

Animals in Research (NC3Rs). A ocorrência de quaisquer desses sinais resultou na aplicação 

imediata do ponto final humanitário. 
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Ao término de 25 semanas de experimento, os animais foram submetidos à anestesia geral 

mediante administração intraperitoneal de cetamina (90 mg/kg) associada à xilasina (10 mg/kg), 

utilizando seringas de insulina de 1 mL. Posteriormente, procedeu-se à coleta sanguínea pelas 

vias retro-orbital e cardíaca. Após essa etapa, foi realizada eutanásia mecânica por deslocamento 

cervical, seguida de necrópsia completa. As amostras de língua foram removidas e pesadas em 

balança semi-analítica. 

As línguas foram analisadas macroscópicamente para a detecção de lesões superficiais. 

Quando presentes, estas foram hemisseccionadas longitudinalmente na região correspondente à 

maior área lesada; na ausência de alterações visíveis, a secção foi efetuada na linha média do 

dorso lingual. Após o processamento, um dos fragmentos foi fixado em solução de 

paraformaldeído a 10% por 24 h e incluso em parafina, enquanto a porção remanescente foi 

submetida à criopreservação em nitrogênio líquido e posteriormente armazenada em freezer a – 

80 °C. 

Todos os procedimentos experimentais in vivo adotados neste estudo foram aprovados 

pela Comissão de Ética na Utilização de Animais da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA- 

UFU), sob o protocolo nº 020/21 (Anexo 1). As atividades foram conduzidas em conformidade 

com a Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as normas estabelecidas pela Diretriz 

Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa 

Científica (DBCA), conforme a Resolução Normativa nº 30 do Conselho Nacional de 

Experimentação Animal (CONCEA). O delineamento experimental foi elaborado segundo as 

recomendações ARRIVE 2.0 (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments). 

2.2 Análise Histopatológica 

 

Para a análise das alterações epiteliais na mucosa lingual, os blocos incluídos em parafina 

foram submetidos a cortes histológicos de 3 μm de espessura, montados em lâminas de vidro e 

posteriormente às etapas de desparafinação, reidratação e coloração por hematoxilina e eosina 

(HE), com o objetivo de permitir a avaliação microscópica. As lâminas coradas foram 

digitalizadas em aumento de 400× utilizando o equipamento Slide Scanner Aperio AT2 (Leica 

Biosystems Imaging, Inc., Nussloch, Alemanha). Foram coletadas informações referentes à 

quantidade de lesões observadas e à sua distribuição nas regiões dorsal e/ou ventral da língua, 

abrangendo os terços anterior, médio e posterior. Em seguida, procedeu-se à classificação 

histopatológica das alterações em displasia epitelial e carcinoma de células escamosas. 
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A DE foi classificada em dois grupos, utilizando um sistema binário simplificado: displasia 

de baixo risco (DBR), com alterações displásicas restritas ao terço inferior do epitélio, e displasia de 

alto risco (DAR), com alterações displásicas presentes do terço médio ao terço superior do epitélio. 

O CEC foi definido como epitélio escamoso neoplásico que ultrapassou a membrana basal e invadiu 

a submucosa subjacente (20, 21). 

2.3 Ensaio Imunohistoquímico 

 

O ensaio imuno-histoquímico foi realizado em cortes de 3 μm, utilizando o Rabbit-on- 

Rodent HRP-Polymer Detection System (Biocare Medical, Concord, CA). A atividade da 

peroxidase endógena foi bloqueada com 10% de peróxido de hidrogênio (v/v), aplicado três vezes 

por 10 minutos cada. A recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato (pH 6,0) em 

panela de pressão a 100–110°C por 10 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em PBS 

(pH 7,4) e incubadas com Rodent Block M (Biocare Medical) por 30 minutos à temperatura 

ambiente, a fim de bloquear IgG endógena e reduzir sinais inespecíficos de fundo. 

Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos primários em câmara úmida a 4°C 

durante a noite. Os anticorpos utilizados foram: HDAC6 (ab1440, Abcam; diluição 1:1000). A 

amplificação do sinal e a marcação seguiram o protocolo do sistema Rabbit-on-Rodent HRP- 

Polymer. As lâminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris por 40 segundos. Como 

controles positivos, utilizaram-se tecidos de rim e fígado de camundongo para HDAC6. Por fim, 

como controles negativos foram obtidos pela omissão do anticorpo primário. 

2.4 Análise Imunohistoquímica 

 

Fotomicrografias com resolução de 2592 × 1944 pixels foram obtidas por meio de uma 

câmera digital C-Mount de 5,1 megapixels (modelo TA-0120-B) acoplada a um microscópio 

Nikon E200 MVR, sob aumento de 400×. Para cada amostra analisada, foram registradas até dez 

áreas de mucosa normal (NM) provenientes dos grupos PPG/H₂O e PPG/EtOH, enquanto dez 

áreas DBR, DAR e CEC foram sequencialmente capturadas a partir dos grupos 4NQO/H₂O e 

4NQO/EtOH. 

A quantificação da porcentagem de área nuclear com coloração positiva para cada 

anticorpo foi realizada utilizando o software ImageJ (versão 1.54m), conforme metodologia 

descrita por Schneider et al. (2012) (27). A média da área positiva foi calculada considerando 

todas as fotomicrografias adquiridas para cada tipo de lesão e para os animais do grupo controle. 
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2.5 Análises Estatísticas 

 

Todas as análises estatísticas foram conduzidas utilizando os softwares GraphPad Prism, 

versão 8.2 (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA), e R Statistical Software, versão 

4.4.2 (R Core Team, 2021), adotando-se nível de significância de 5% (α = 0,05). Na análise 

imuno-histoquímica, as diferenças na porcentagem de área nuclear positiva entre os grupos 

experimentais foram avaliadas por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pós-hoc de 

Dunn para comparações múltiplas. As diferenças intragrupos, considerando cada categoria 

histológica, foram determinadas pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 
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3. RESULTADOS 

Os dados sobre frequência das DEs (DBR e DAR) e CECs foram publicadas 

anteriormente por Nazário et al. 2025 (13). 

A expressão de HDAC6 variou nas fêmeas nos diferentes grupos, mas sem alcançar 

significância estatística. Percebe-se, no entanto, que a expressão da enzima foi maior nos grupos 

controles quando comparado com o grupo 4NQO/H₂O, mas não em relação ao grupo 

4NQO/EtOH, o qual apresentou uma maior imunoexpressão (Figura 1A). Entre as fêmeas 

tratadas com 4NQO/H₂O, observou-se que as DBR e DAR exibiram maior intensidade de 

expressão da HDAC6 em relação à MN, enquanto os CECs apresentaram os menores níveis de 

expressão, com diferenças estatisticamente significantes entre eles (Figura 1B). No grupo 

4NQO/EtOH, quando comparado com as fêmeas tratadas com 4NQO/H2O, a expressão de 

HDAC6 manteve-se semelhante no grupo MN, manteve-se similar na DBR e aumentou um pouco 

mais DAR, e novamente reduziu sua expressão no CEC (Figura 1C), com diferenças 

estatistiscamente significantes entre os grupos. 

 

 

 

Figura 1 - Expressão de HDAC6 nas fêmeas. (A) Comparação entre os grupos controle e 

experimental. (B) Comparação entre MN, lesões displásicas e CEC no grupo experimental 

4NQO/H2O. (C) Comparação entre MN, lesões displásicas e CEC no grupo experimental 

4NQO/EtOH. 

Nos machos, diferenças estatisticamente significativas foram observadas entre os grupos 

controles e experimentais. Nos grupos controles, observou-se uma maior expressão de HDAC6 

que nos grupos experimentais, cuja expressão foi significativamente menor. Além disso, uma 

diferença estatisticamente significante foi observada entre os grupos experimentais (Figura 2A). 
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Nos animais machos do grupo 4NQO/H₂O, as lesões DBR e DAR e também MN apresentaram 

níveis de expressão de HDAC6 semelhantes entre si, mas elevados em comparação aos CECs, 

que exibiram os menores índices de expressão (Figura 2E). De modo análogo, nos machos do 

grupo 4NQO/EtOH, MN, DBR e DAR mostraram expressão comparável, porém 

significativamente superior à observada nos CECs (Figura 2F). 

 

 

Figura 2 - Expressão de HDAC6 nos machos. (A) Comparação entre os grupos controle e 

experimental. (B) Comparação entre MN, lesões displásicas e CEC no grupo experimental 

4NQO/H2O. (C) Comparação entre MN, lesões displásicas e CEC no grupo experimental 

4NQO/EtOH. 

Na comparação entre os sexos, verificou-se que os machos do grupo PPG/H₂O 

apresentaram níveis mais elevados de expressão de HDAC6 em relação às fêmeas submetidos ao 

mesmo tratamento. Nos demais grupos, entretanto, não foram observadas diferenças 

significativas associadas ao sexo (Figura 3). 
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Figura 3 - Comparação entre os sexos e grupos controle e experimental quanto à expressão de 

HDAC6. 

A Figura 4 mostra algumas imagens representativas da imunorreatividade da HDAC6 nas 

MNs, DBRs/DARs e CECs. Na MN, a imunomarcação localizou-se, principalmente, no 

citoplasma dos queratinócitos das camadas basal e suprabasal, com discreta intensidade nas 

papilas filiformes. Nas lesões DBR e DAR, observou-se um aumento evidente da 

imunorreatividade quando comparado com a MN, caracterizado por marcação citoplasmática 

difusa e mais intensa nos queratinócitos, embora áreas negativas também foram observadas. Já 

nos CECs, a imunorreatividade mostrou-se variável, mas menor que na displasia e na MN, 

alternadas a áreas negativas, refletindo a heterogeneidade tumoral comumente descrita na 

literatura para a expressão de HDAC6 no epitélio escamoso. 

 

FÊMEAS MACHOS 
 

 

Figura 4 - Expressão imunohistoquímica da HDAC6 nos diferentes estágios da carcinogênese 

oral experimental. (A, B) Epitélio normal, com imunomarcação fraca a moderada nas camadas 

basal e suprabasal. (C, D) Displasia epitelial, apresentando marcação citoplasmática intensa e 

difusa, tanto em graus leves quanto acentuados. (E, F) Carcinoma de células escamosas, com 
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expressão baixa e heterogênea de HDAC6. Aumento original: (A, B) 100x; (C, D, E, F) 400x. 



23  

4. DISCUSSÃO 

 

A expressão de HDAC6 ao longo da tumorigênese oral experimental torna-se relevante 

devido ao seu papel central na resposta celular. Embora atue majoritariamente no citoplasma, 

essa enzima regula diversas proteínas, incluindo histonas, como já mencionado, e não histonas. 

Dessa forma, ela participa de processos essenciais para a progressão tumoral como organização 

do citoesqueleto, degradação de proteínas mal conformadas e manutenção da homeostase frente 

a agressões químicas (15). 

A modulação epigenética induzida por agentes carcinogênicos como 4NQO e etanol tem sido 

amplamente reconhecida como determinante na progressão das lesões orais pré-malignas, uma 

vez que ambos desencadeiam estresse oxidativo, dano ao DNA, inflamação persistente e 

desregulação de proteínas alvo das HDACs. Evidências mostram que o 4NQO reproduz 

assinaturas moleculares semelhantes às observadas em tumores associados ao tabaco, enquanto 

o etanol atua amplificando respostas inflamatórias e favorecendo expansão clonal (28). 

Além disso, a literatura aponta que a carcinogênese oral apresenta comportamento distinto 

entre machos e fêmeas, influenciado por diferenças hormonais, metabólicas, imunes e 

epigenéticas, que modulam tanto a suscetibilidade quanto a intensidade das respostas teciduais 

ao dano químico (13, 29). Nesse contexto, enzimas como as HDACs, incluindo a HDAC6, podem 

ser diferencialmente reguladas entre os sexos e entre diferentes exposições carcinogênicas, 

refletindo mecanismos adaptativos e padrões específicos de progressão tumoral. 

Os achados do presente estudo apontam para tais diferenças sexuais na expressão de 

HDAC6 durante a carcinogênese oral experimental. Nas fêmeas, a marcação para HDAC6 variou 

entre os grupos, com discreta tendência a aumento nos grupos controles do que os experimentais, 

embora no grupo 4NQO/EtOH uma elevação na sua expressão foi notada. No entanto, essas 

diferenças não foram estatisticamente significantes. Por outro lado, nos machos, observou-se 

padrão distinto, com maior expressão nos grupos controles em relação experimentais, com 

diferenças estatisticamente significantes. Esse comportamento reforça um perfil sexualmente 

dimórfico já descrito em modelos murinos, nos quais machos e fêmeas apresentam diferenças 

importantes em vias inflamatórias, acetilação de histonas e vulnerabilidade às alterações epiteliais 

induzidas quimicamente (13,28). Além disso, esses achados também dialogam com estudos em 

humanos que apontam que HDACs, incluindo a HDAC6, podem apresentar expressão variável 

conforme sexo, estágio tumoral e microambiente inflamatório, influenciando desfechos clínicos 
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e resposta terapêutica (31). 

 

Não obstante a isso, a literatura aponta que machos e fêmeas apresentam diferenças 

epigenéticas constitutivas, incluindo padrões específicos de acetilação de histonas e expressão 

gênica ligada à proliferação, inflamação e metabolismo celular, o que pode influenciar a linha de 

base de enzimas reguladoras como as HDACs (32). Em modelos murinos de carcinogênese oral, 

essas diferenças sexuais se manifestam também na progressão das lesões, intensidade da 

inflamação e sensibilidade ao 4NQO e ao etanol (13,28). Assim, a maior expressão basal de 

HDAC6 nas fêmeas, como observado nos grupos controles, pode refletir mecanismos intrínsecos, 

possivelmente relacionados a variações hormonais, metabólicas ou epigenéticas, que modulam a 

atividade dessa proteína antes mesmo da exposição aos agentes carcinogênicos, o que influencia 

a maneira como cada sexo responde às agressões químicas subsequentes. 

O perfil de imunomarcação revelou aumento de HDAC6 nas DBR e DAR quando 

comparadas ao epitélio morfologicamente normal, seguida por redução acentuada nos CECs nos 

dois grupos experimentais tanto em macho quanto nas fêmeas. Esse comportamento sugere que 

a HDAC6 atua de maneira dinâmica ao longo da tumorigênese, sendo modulada de forma distinta 

nas fases iniciais e tardias da progressão, mas similar entre os sexos. A literatura demonstra que 

a HDAC6 pode assumir funções distintas no câncer. Em diversos modelos tumorais, essa 

desacetilase encontra-se aumentada ao longo da progressão neoplásica, associando-se ao 

crescimento celular e à piora dos desfechos clínicos (31, 33). Em CCEO, estudos mostram 

elevação da HDAC6 em tumores mais avançados e associação entre alta expressão e menor 

sobrevida global, reforçando seu potencial como biomarcador prognóstico (34, 35) . Além disso, 

linhagens celulares escamosas orais frequentemente exibem aumento da enzima no 

desenvolvimento da carcinogênese, enquanto sua inibição reduz proliferação, migração e 

capacidade tumorigênica (36). 

No estudo de Weichert, 51% dos casos de CCEO apresentam positividade para HDAC6, 

predominantemente citoplasmática, com maior expressão em tumores de estágio avançado (31). 

De maneira semelhante, Tseng et al. observaram aumento da enzima em amostras humanas de 

CCEO de maior grau histológico (34). Esses achados contrastam parcialmente com os resultados 

apresentados neste estudo, em que a expressão de HDAC6 se mostrou reduzida e heterogênea 

nos carcinomas, diferindo do padrão de aumento descrito em parte da literatura clínica. Por outro 

lado, outros tumores exibem padrões distintos. No câncer de mama, Zhang et al. identificou 

maiores níveis de mRNA ou proteína HDAC6 em tumores menores, de baixo grau de 

malignidade e positivos para receptores hormonais, revelando que a enzima nem sempre está 
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associada a fenótipos mais agressivos (33). Já no linfoma cutâneo de células T, a expressão 

citoplasmática de HDAC6 também é descrita como variável, com parte dos casos exibindo 

marcação intensa e outros apenas fraca (31). No presente estudo, pode-se dizer que o padrão 

encontrado, reduzido nos carcinomas e elevado nas displasias, pode também estar relacionado 

com o fato de que no modelo murino se produz apenas tumores bem diferenciados, inviabilizando 

uma análise comparativa com tumores menos diferenciados. 

Uma outra explicação é que a dinâmica epigenética permite que células derivadas do 

mesmo genoma adotem múltiplos estados transcricionais. Essa plasticidade gera populações 

tumorais intrinsecamente heterogêneas, fenômeno amplamente documentado por Wilting e 

Dannenberg (10). A expressão de HDAC6 acompanha esse comportamento, como demonstram 

análises transcriptômicas de tumores humanos, que evidenciam ampla oscilação de seus níveis 

conforme o estágio, o grau de diferenciação e o microambiente inflamatório (34,35,37). Essa 

diversidade biológica pode explicar por que tumores podem apresentar aumento da enzima, 

enquanto outros exibem expressão reduzida ou irregular, especialmente os tumores pouco 

diferenciados. Essa diversidade nos leve a concluir que a HDAC6 pode desempenhar papel 

adaptativo nas fases iniciais, coerente com sua função de manter homeostase frente ao dano 

químico, e assumir padrões mais irregulares nas fases tardias. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Este estudo permitiu concluir que a expressão da HDAC6 é dinâmica ao longo da 

carcinogênese oral experimental. O achado mais consistente foi o aumento significativo da 

imunomarcação de HDAC6 nas lesões displásicas em comparação com os CECs, que 

apresentaram expressão notavelmente reduzida. Este padrão sugere um papel potencialmente 

relevante da HDAC6 na fase pré-maligna do processo em modelo murino, possivelmente atuando 

em mecanismos de resposta adaptativa ao estresse e ao dano químico induzido pelos 

carcinógenos. A escassez de estudos prévios correlacionando diretamente a expressão dessa 

enzima com a sequência de progressão das lesões orais destaca a originalidade e a contribuição 

deste achado. A redução da marcação no CEC, em contraste com a alta expressão na displasia, 

abre um novo campo de investigação para entender os mecanismos epigenéticos que governam 

a transição entre esses estágios. 

Embora tenham sido observadas tendências que apontam para uma modulação diferencial da 

expressão de HDAC6 pelo sexo biológico, é crucial destacar que estas variações não alcançaram 

significância estatística. Portanto, dentro dos limites deste modelo experimental, a influência 

desses fatores na regulação da HDAC6 permanece como uma observação preliminar que carece 

de confirmação em estudos futuros com maior poder amostral. 

Em síntese, a HDAC6 demonstra um perfil de expressão alterado durante a carcinogênese 

oral, com um pico na fase displásica. Este resultado a posiciona como uma molécula de interesse 

para investigações futuras, visando elucidar seu papel exato na progressão do câncer bucal e sua 

viabilidade como um biomarcador para o risco de transformação maligna ou mesmo como um 

alvo para estratégias de intervenção precoce. 
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