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VASCULARIZAGCAO E GRAU DE ATIPIA EPITELIAL EM LESOES PRE-NEOPLASICAS
QUIMICAMENTE INDUZIDAS

VASCULARIZATION AND EPITHELIAL DYSPLASIA IN CHEMICALLY INDUCED PRENEOPLASTIC LESIONS

Ana Paula Pereira Masa', Mara Luana Batista Severo?, Elaine Dias do Carmo3, Andresa Costa Pereira* e Luiz Eduardo Blumer Rosa®

Resumo

Introducdo: A angiogénese é um importante fator nos processos neoplasicos, entretanto, seu papel no desenvolvimento de
lesdes pré-neoplasicas ainda é fonte de estudos. Objetivo: Avaliar a relagdo entre o nimero de espagos vasculares e o grau de
atipia epitelial em lesdes pré-neoplasicas induzidas na pele de camundongos hairless. Métodos: Foram utilizados 34 animais,
sendo vinte do grupo de estudo (grupo A) e quatorze do grupo controle (grupo B). No grupo A foi pincelado DMBA a 0,5% no
dorso dos animais durante 12 semanas (grupo Al; n=10) e 24 semanas (grupo A2; n=10). O grupo controle recebeu a aplicacao
de acetona por 12 (B1; n=7) e 24 semanas (B2; n=7), e ao final dos periodos, realizou-se a biépsia da pele para analise histopa-
tologica. Nas laminas histologicas foram avaliadas a atipia epitelial e o nUmero dos espacos vasculares. Os dados foram sub-
metidos a analise de variancia e ao teste de Tukey (5%). Resultados: A analise revelou que 80% do grupo Al e 100% do A2 apre-
sentaram gradacao intensa de atipia celular e aumento no niimero de vasos neoformados, quando comparados ao grupo B.
Conclusao: No modelo estudado, avascularizagdo foi relacionada ao grau de atipia epitelial nas lesdes pré-neoplasicas.

Palavras-chave: Angiogénese patologica. Gradacao neoplasica. 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno.

Abstract

Introduction: The angiogenesis is an important factor in neoplastic process; however, its role in preneoplastic lesions is still in
investigation. Objective: to evaluate if there is a relationship between the number of vascular spaces and the degree of epithe-
lial atypia in preneoplastic lesions induced by DMBA in hairless mice skin. Methods: Thirty-four animals were divided into an
experimental group (group A=20 mice) and control group (group B= 14 mice). The group A animals received 0.5% DMBA in the
skin during 12 weeks (group Al; n=10) and 24 weeks (group A2; n=10). The control group received the acetone application
during 12 (B1; n=7) and 24 weeks (B2; n=7). At the end of these periods, the skin lesion was biopsied for histopathology analy-
sis. The histological slides were evaluated according to the epithelial atypia and the number of vascular spaces. The data were
submitted to analysis of variance (ANOVA) and Tukey test (p<0.05). Results: We found that 80% of A1 group and 100% of A2
had severe epithelial atypia and high number of vascular spaces when compared to the group B. Conclusion: In the methodol-
ogy used in this study, the vascularization seems to be related to the degree of epithelial atypia in preneoplastic lesions.

Keywords: pathologic angiogenesis. neoplastic grading. 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene.

semelhantes as lesdes neoplasicas de pele em huma-
nos® e, dessa maneira, os resultados obtidos apresen-
tam grande relevancia para um entendimento mais
profundo da carcinogénese epitelial humana’.

O modelo experimental em pele de camundon-

Introducao

Atualmente, o processo de carcinogénese qui-
mica em animais € um dos principais meios para o
estudo sequencial da evolucdo do cancer, sendo um

modelo confidvel para o desenvolvimento multifasico
de neoplasias malignas'”.

O modelo experimental baseado na inducao da
carcinogénese em pele de camundongos com o 9,10-
Dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) ocasiona um dano
irreversivel no DNA®. Estudos prévios relatam que
neste modelo experimental, inicialmente ha a prolife-
racao epidérmica e hiperplasia, enquanto que, posteri-
ormente, apresentam atipia, distlrbios na estratifica-
¢do e polarizacdo das células epiteliais, seguidas por
um largo nimero de neoplasias epidérmicas no perio-
do entre 10 a 20 semanas, apés o inicio do tratamento
com DMBA’. Assim, os carcinomas produzidos pelos
agentes quimicos neste modelo experimental sdo
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gos é um sistemaideal, ndo apenas para o estudo quan-
titativo, mas também qualitativo das alteracdes que
ocorrem durante os diferentes estagios da carcinogé-
nese’ e possibilita a verificacdo de mudancas teciduais
precoces, marcadores diagndsticos e potencial de
reversibilidade das lesdes®, proporcionando ndo ape-
nas o estudo da biologia neoplasica, como também o
desenvolvimento e a avaliagdo de estratégias de pre-
vencdo do cancer’.

Para que ocorra o crescimento, a progressao e a
metastase do cancer, a angiogénese & um processo
fundamental'®'?, pois por meio da proliferacdo vascu-
lar sdo obtidos fatores para a manutencao do processo
neoplasico, evitando-se assim a necrose celular'.
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Desta maneira, o objetivo desse estudo foi avaliar a
relacdo entre o nimero de espacos vasculares e a gra-
dacdo de atipia epitelial presente nas lesdes induzidas
pelo DMBA em pele de camundongos hairless, buscan-
do investigar se a proliferacao vascular pode ser usada
como um fator para deteccdo precoce do desenvolvi-
mento da neoplasia neste modelo experimental.

Métodos

Foram utilizados 34 camundongos hairless
(HRS/J - Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) de ambos
0s sexos, com idade média de cinco semanas e peso
emtorno de 25g. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa sob o protocolo de n°® 034/2002-
PA/CEP UNESP-SJC. Os animais foram divididos em dois
grupos: grupo A (experimental) e grupo B (controle).

No grupo A foi realizada a induc¢do da carcinogé-
nese na pele daregido de cristailiaca no dorso dos ani-
mais, por meio da aplicacdo tépica de DMBA a 0,5%
diluido em acetona. Cada aplicacdo constituiu de trés
pinceladas da solucao com pincel n® 0. Na primeira
semana do experimento, foram realizadas duas aplica-
¢Oes e nas semanas posteriores apenas uma. O grupo A
foi subdividido, sendo que no grupo A1 (n=10) a aplica-
cdo foi realizada durante 12 semanas e no A2 (n=10)
durante 24 semanas. No grupo B foi feita aplicacao de
acetona (com a mesma metodologia da aplicacao de
DMBA no grupo A) durante 12 semanas no grupo Bl
(n=7)edurante 24 semanas no grupo B2 (n=7).

Na 122 (grupos Al e B1) e 24 semanas do expe-
rimento (grupos A2 e B2), os animais foram anestesia-
dos, as lesdes clinicamente detectaveis foram removi-
das e, posteriormente, os animais foram sacrificados
com uma dose excessiva da solucdo de cloridrato de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun®) e
cloridrato de cetamina (Dopalen®).

As lesdes foram fixadas em formaldeido a 10%,
durante 48 horas, e posteriormente processadas e
incluidas em blocos de parafina. Os cortes foram cora-
dos pela hematoxilina e eosina (HE) para a avaliacao da
gradacao de atipia epitelial e pelo acido periédico com
reativo Schiff (PAS) para a andlise quantitativa do niime-
ro de espacos vasculares.

A avaliacao da gradacao de atipia epitelial, reali-
zada por trés observadores calibrados e independente-
mente, baseou-se nos critérios propostos por Banozci
e Csiba"” pleomorfismo celular e nuclear, perda da
estratificacdo epitelial, hipercromatismo nuclear,
aumento do tamanho do nucleo, nucléolos aumenta-
dos, duplicacdo da camada basal, queratinizacao indi-
vidual ou grupo de células na camada espinhosa ou
camadas mais profundas, projecdao em gota dos cones
epiteliais, figuras mitéticas na porcao mediana do
epitélio, mitoses atipicas, aumento de figuras mitoti-
cas, perda de coesao celular e perda da polaridade das
células basais. De acordo com o nimero de critérios de
atipia epitelial encontrados, a gradacao foi classificada
em: a) leve: até dois critérios; b) moderada: de trés a
quatro critérios; c) intensa: cinco ou mais critérios de
atipia epitelial presentes.

As laminas coradas em PAS foram fotografadas
e digitalizadas para a analise quantitativa dos espacos
vasculares, sendo contados por meio do programa
Image J®. Utilizou-se um reticulo composto por 100

pontos, sendo que os espacos vasculares foram conta-
dos quando sobrepunham os pontos de interseccao
entre as linhas transversais e as longitudinais. Foram
realizadas duas mensuracdes por lamina e as médias
dos dados obtidos foram tabulados e submetidos a
analise estatistica pela aplicacdo da analise de varian-
cia (ANOVA) e teste de Tukey (5%).

Posteriormente, foi analisada a correlacao entre
0 numero dos espacos vasculares e o grau de atipia
epitelial nas lesdes biopsiadas da pele dos camundon-
gos hairless, utilizando-se a correlacao de Pearson.

Resultados

A avaliacdo macroscopica mostrou que 0s ani-
mais do grupo controle nao apresentaram alteracdes
visiveis. Os animais do grupo A1 apresentaram lesdes
de aspecto nodular, ulcerado, superficie verrucosa,
localizadas na regiao de cristailiaca, local de aplicacao
do DMBA. Os animais do grupo A2 apresentaram multi-
plas lesdes espalhadas pelo dorso com aspecto nodu-
lar, de grande extensdo e superficie verrucosa.

De acordo com os critérios propostos por
Banozci e Csiba" a analise microscopica dos cortes
revelou que os casos do grupo controle (n=14) nao
apresentaram atipias epiteliais (Figura 1a), enquanto
no grupo experimental Al, foi observado um caso
(10%) de atipia leve, um caso (10%) de atipia moderada
(Figura 1b) e oito (80 %) casos de atipia intensa (Figura
1¢) e no grupo A2, os 10 casos (100%) apresentaram
atipia intensa (Figura 1d). A média de atipias epiteliais
e o desvio-padrao dos grupos Al e A2 foram 5,47+2,4
e 11,06+0,52, respectivamente.

Figura 1 - Aspectos histoldgicos das laminas coradas em HE.

1a) Grupo B1: ndo apresenta atipia epitelial; vaso sanguineo
congesto(seta) (400x);

1b) Grupo Al: atipia moderada; vasos sanguineos congestos
(setas) (400x);

1c) Grupo Al: atipiaintensa; células neoplasicas adjacentes a
vaso sanguineo (seta) (400x);

1d) Grupo A2: atipia intensa vasos sanguineos congestos
(setas) (200x).

Com relagdo a analise dos espacos vasculares, a
média do nimero de vasos sanguineos foi maior no
grupo experimental A (18,88+5,78) quando compara-
da a do grupo controle B (7,54+2,86). Os valores refe-
rentes aos subgrupos A1, A2, B1 e B2 estdo expostos
naTabelal.
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Tabela 1 - Numero de espacos vasculares (média + desvio -
padrao) referente ao grupo experimental (A) e controle (B),
apo6s o periodo de 12 (A1 e B1) e 24 semanas (A2 e B2) de
inducdo da carcinogénese.

Grupo controle (B)
B1 (n=7) B2 (n=7)
7,29 £ 3,59 7,79+ 2,18

Grupo experimental (A)
Al (n=10) A2 (n=10)
18,60 +5,96 19,15+5,9

*n: nimero de animais.

A andlise estatistica do numero de espacos vas-
culares em relagdo aos grupos controle e experimental
foi dada pelo teste ANOVA e Tukey (5%). P6de-se notar
diferenca estatisticamente significante entre o grupo
controle e experimental (p=0,000), resultado nao
encontrado em relagdo ao periodo de aplicacdo (12 e
24 semanas).

Para finalizar, foi avaliada a correlacao de Pear-
son entre o grau de atipia epitelial e o nimero de espa-
cos vasculares no grupo experimental (A1 e A2), entre-
tanto este valor foi baixo (r=0,216) e sem significancia
estatistica (p=0,36).

Discussao

No presente estudo observou-se alteracdes
celulares na 122 semana do processo de carcinogéne-
se, com casos de atipia leve, moderada e intensa,
seguindo as evidéncias do trabalho de Carmo', que
utilizou a mesma metodologia.

E importante notar que o intervalo entre os
periodos experimentais (12 e 24 semanas) pode ter
sido muito pequeno, fato que justifica a auséncia de
diferenca tanto do grau de atipia epitelial, quanto do
nimero de espacos vasculares, ndo apenas no grupo
controle (B1 e B2), mas também no experimental (Al e
A2). Por esse motivo, a correlacao de Pearson no grupo
experimental ndo apresentou significancia estatistica.
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Na literatura é estabelecido que a angiogénese é
o processo de formacdo de novos vasos sanguineos e
que sua regulacdo é alterada em processos patolégi-
cos, como por exemplo, durante a progressdo da carci-
nogénese”.

A angiogénese é mais intensa em neoplasias
com metastase, sugerindo que a contagem de micro-
vasos pode ser um indicador do potencial de metasta-
se em alguns tipos de cdncer'®. Entretanto, poucos
trabalhos exploram o papel da formacao vascular em
etapas precoces da carcinogénese, com investigacao
voltada para a vascularizacdo de lesbdes pré-
neoplasicas induzidas pelo DMBA em pele de camun-
dongos hairless.

Utilizando outra metodologia, Bolontrade et
al.," verificaram que a resposta vascular é estimulada
nos estagios iniciais da formag¢do do papiloma induzi-
do pela carcinogénese quimica em camundongos
SENCAR. Dessa forma, nossos achados sao semelhan-
tes, visto que nossos resultados mostraram que o
nimero de vasos sanguineos foi maior no grupo A
(90% de atipia intensa), quando comparado ao grupo
controle B (100% de epitélio normal). Adicionalmente,
em casos humanos, os resultados sao semelhantes,
pois Laitakari et al.,'”” verificaram que as lesdes pré-
neoplasicas na laringe apresentaram um crescimento
no nimero de vasos sanguineos.

E importante salientar que estudos adicionais
devem ser realizados, utilizando técnicas mais avanca-
das para investigar os mecanismos moleculares que
regulam a angiogénese em condicdes pré-malignas".

Com base nos achados, concluiu-se que, no
modelo estudado, a neoformacdo vascular parece
estar relacionada a intensidade de gradacdo de atipia
epitelial em lesdes pré-neoplasicas, podendo ser utili-
zada como um critério para deteccdo precoce do
desenvolvimento da neoplasia e servindo como base
para pesquisas futuras no desenvolvimento de estraté-
gias de prevencdo do cancer.
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