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Resumo

Céancer de boca é um dos tumores mais comuns no mundo, ocupando no Brasil o sexto lugar
entre todos os tipos de cancer. Mais de 90% das lesdes de boca é representada pelo carcinoma
epidermoide, que exibe elevadas taxas de mortalidade. Os objetivos desse estudo foram
cultivar e caracterizar células derivadas de tumores de boca para elucidar mecanismos
moleculares associados com as particularidades desses tumores. Para isto, foi colhida amostra
de lesdo em glandula salivar menor, de regido jugal a esquerda ressecada do paciente FRS,
masculino, 80 anos, fumante, alcoolista. Parte da peca cirirgica foi encaminhada para
realizacdo do cultivo celular. Inicialmente a peca foi mantida em meio de cultura F12
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Entre as passagens 10 — 20 foram realizados
testes de proliferagdo, cariotipagem, curva de dose-resposta com o antineoplasico cisplatina.
Nossos resultados até o momento sdo: 1) o anatomopatolégico demonstrou ser um
Cistoadenocarcinoma Papilifero; 2) a proliferacdo, verificada com base no tempo de
duplicacdo celular, mostrou duplicacdo celular em 40 horas; 3) a avaliacdo citogenética,
realizada por cariotipo convencional (banda GTG), mostrou como principais alteracdes
numéricas:-Y, -5,-9,-16,-17,-19,-22; poliploidia (3n, 4n); e como principais alteracdes
estruturais: cromossdomo dicéntrico, quebra cromatidica, quebra centromérica, e translocacéo
balanceada e ndo balanceada. 4) a curva de dose-resposta com a cisplatina, realizada com
ensaio colorimétrico de MTT, mostrou valores de ICso de 8,16 £ 1,7 pg/mL. Em sintese,
demonstramos que foi possivel cultivar esse tumor, que ele possui um cariétipo e
comportamento compativel com células neoplasicas e relativa sensibilidade ao antineoplasico
cisplatina.
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INTRODUCAO

O cancer de boca é uma denominacdo que inclui varias localizacGes primarias de
tumor, incluidas nos cddigos C00 a C06 da Classificacdo Internacional das Doencas (CID 10).
A cavidade oral é o espaco delimitado pelos labios anteriormente, e mucosa jugal
lateralmente; palato duro e mole superiormente, lingua e arcada dentaria inferiormente e
posteriormente pelo istmo da garganta. No Brasil, dados dos Registros de Céancer de Base
Populacional mostram que o cancer da boca ocupa o 4° lugar entre os tipos de cancer mais
incidentes no sexo masculino. Além disso, os dados dos Registros Hospitalares de Céancer
brasileiros também mostram que a maioria dos pacientes chega aos hospitais em fase
avancada, cujo tratamento deixa de ser curativo, € na maioria dos casos é mutilante, o que
influi no tempo de sobrevida desses pacientes (INCA, 2015).
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Os principais fatores de risco para o cancer da cavidade oral sdo o tabagismo, o
etilismo, dieta e as infecgdes pelo Papiloma Virus Humano (HPV). Estudos apontam que o
habito de fumar e beber estabelece um sinergismo entre esses dois fatores de risco,
aumentando 30 vezes o risco para o desenvolvimento desse tipo de céncer. O fumo é
responsavel por cerca de 42% dos Gbitos por essa neoplasia. J& o etilismo corresponde a,
aproximadamente, 16% dos &bitos. As taxas de mortalidade por céncer da cavidade oral
apresentam um declinio na populacdo masculina na maioria dos paises. Em mulheres, esse
comportamento ainda ndo pode ser observado, uma vez que o inicio do uso do tabaco pelas
mulheres foi posterior ao dos homens (INCA, 2015).

Os tipos de cancer que sdo comuns em uma populagdo, por exemplo, variam de pais
para pais, e estudos de individuos migrantes mostraram que sao fatores do local onde vivem e
ndo de onde vieram que governam o risco de desenvolverem cancer. Embora seja dificil
determinar quais os fatores especificos do ambiente ou estilo de vida que sdo criticos, e
muitos ainda ndo conhecidos, alguns deles ja foram identificados com precisdo. A obesidade,
por exemplo, esta correlacionada com o aumento do risco de cancer, e esse relacionamento
parece ser causal. De longe, a causa ambiental mais importante do cancer de boca é o fumo, o
qual ndo € somente responsavel por quase todos os tipos de cancer de pulméo, mas também
aumenta a incidéncia de varios outros tipos de cancer, como o0 cancer de bexiga. Se
pudéssemos impedir 0 uso do tabaco, estima-se que seria possivel prevenir 30% de todas as
mortes por cancer. Ndo se conhece nenhuma outra politica de prevencdo ou tratamento que
teria tal impacto nas taxas de morte por cancer (ALBERTS et al., 2011).

Os autores relatam que esses doentes apresentam lesbes predominantemente
infiltrativas em relacéo as apresentacGes mais exofiticas das lesdes em pacientes com mais de
60 anos. Ainda estes pacientes parecem desenvolver tumores mais indiferenciados do ponto
de vista histologico sendo esse fato, por si sO, fator de impacto negativo no progndstico,
Tendo em vista o surgimento precoce do cancer de boca sem associacdo aos fatores de risco, €
provavel que este grupo deva apresentar uma predisposicdo genética importante, com falhas
em mecanismos de reparo de DNA, mutacfes em genes supressores de tumor e oncogenes
que conferem um decréscimo na sobrevida (ALMEIDA, et al., 2011).

Diversas razdes sustentam o uso de linhagens celulares derivadas de tumor como
modelo experimental para estudo do cancer. Dentre as quais podemos listar: 1) facilidade de
manuseio e manipulacdo; 2) alta homogeneidade do cultivo; 3) elevado grau de similaridade
com o tumor original; 4) disponibilidade em namero e variedade de linhagens celulares; 5)
acessibilidade imediata para a comunidade cientifica; 6) fonte auto-replicativa ilimitada de
linhagens celulares continuas; 7) facilidade de substituicdo de culturas contaminadas pelas
respectivas linhagens celulares congeladas; 8) reprodutibilidade dos resultados em condicdes
padrdo pré-estabelecidas (GAZDAR, et al. 2010).

Assim, 0 objetivo desse estudo foi cultivar e caracterizar células derivadas de tumores
de boca para elucidar mecanismos moleculares associados com as particularidades desses
tumores.

METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Ulbra, sob protocolo niumero: 668.455.

Essa amostra foi removida da lesdo do paciente FRS, masculino, 80 anos, semi-
alfabetizado, vilvo, vigia aposentado, natural do Ceara procedente de Teresina, fumante 70
anos/maco, alcoolista, com lesdo em glandula salivar menor de regido jugal a esquerda
ressecada. Apds ressec¢do cirlrgica, parte da peca retirada foi para andlise de
Anatomopatoldgico que determinou o tipo histolégico do tumor como Cistoadenocarcinoma
Papilifero (M84403 — grau de diferenciacdo G1 — bem diferenciado).



Outra parte da peca foi conservada e levada para laboratdrio para realizacao do
cultivo primério. Inicialmente a pega foi colocada em meio de cultura F12 para ocorrer o
crescimento. Entre as passagens 10 — 20 foram feitos testes de duplicagéo, cariotipagem,
imunohistoquimica, curva de dose de tratamento com cisplatina e ensaio clonogénico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de proliferacdo foi verificada com base no tempo de duplicacdo celular
(population doubling time), utilizando o Doubling-Time Calculator. As células cultivadas a
partir da amostra tumoral apresentaram taxa duplicacdo da sua populagdo de 40 horas. A
avaliacdo citogenética (SEABRIGHT, 1971), realizada por cari6tipo convencional (banda
GTG) demonstrou que em média existem 48 cromossomos por metafases, onde o nimero de
cromossomos por células varia de 35 a 91. Além disso, 66% das células analisadas
apresentaram alteracdes cromossdmicas e 38% caribtipo 46,XY, entretanto, destes 4%
apresentaram alteracdes estruturais. Em virtude das alteracdes numéricas e estruturais
observou-se 32 cariétipos diferentes.

Em relacdo as alteracbes numéricas do total de metéafases, 52% apresentaram
hipodiploidia, 10% hipotetraploidia e 4% endoreduplicagdo (considerada também como
hipotetraploide). Os cromossomos que mais sofreram este tipo de alteracdo foram o Y e 9
(34% e 32%, respectivamente), seguido por 6,12 el16 (12%); 20 e 22 (10%); 5 e 13 (8%);
2,3,11,17,19,21  (6%); 7,8,141518 (4%); 1 e 10 (2%). Os cromossomos
Y,2,3,5,6,9,11,12,17,18,19,20,21 estiveram duplamente ausentes em uma célula
hipotetrapldide e o cromossomo 22 ndo esteve presente nesta mesma metafase. Os
cromossomos X e 4 estiveram presentes em todas as metafases analisadas. Além disso, 0s
cromossomos Y, 1, 2 e 4 foram 0s cromossomos que mais apresentaram alteracdes estruturais.
Foram identificadas inversdes (cromossomos 2 e 3), delecdo (8), cromossomo dicéntrico
[(17:Y), (4Y), (4;21) e (2;Y)], quebra centromérica (1 e 4), quebra cromatidica (1 e 6) e
translocacdo [(2;5) e (3;11)]. N&o encontramos nenhum relato de cariotipo de
cistoadenocarcinoma papilifero na literatura. Entretanto, em outros tumores de glandulas
salivares menores as alteracdes cromossomicas sdo bastante heterogéneas, incluindo
translocacdes envolvendo os cromossomos 1, 5, 7, 19, 21 (TONON, et al., 2004) e
translocagdes entre os cromossomos 3, 4, 8, 12, 22 (MANOR, et al, 2012).

A curva de dose-resposta com a cisplatina, realizada com ensaio colorimétrico de
MTT, mostrou valor de IC50 de 8,16 + 1,7 pg/mL, mostrando sensibilidade a cisplatina. Foi
utlizada a linhagem celular de carcinoma de boca KB para fins de comparacdo, que
apresentou valor de IC50 (6,47 = 2,4 pg/mL) equivalente ao verificado com o cultivo
primario. Esses valores estdo de acordo com o encontrado na literatura para a cisplatina
(ULUKAYA et al, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, desenvolvemos e caracterizamos uma linhagem de cistoadenocarcinoma
papilifero, tumor de boca raro que tem poucos estudos mostrando suas peculiaridades
moleculares. Foi possivel cultivar esse tumor e revelar que ele possui um cariétipo e
comportamento compativel com células neoplasicas e relativa sensibilidade ao antineoplasico
cisplatina.
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