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RESUMO

O consumo do tabaco por meio do narguilé tem aumentado significativamente, sendo
a falta de conhecimento sobre os eventuais efeitos prejudiciais da fumaga produzida por esse
dispositivo um dos fatores que contribui para o uso indiscriminado. No entanto, ¢ sabido que
as toxinas presentes na fumaga do narguilé sdo similares as encontradas na fumaca do cigarro.
Existe um gap de conhecimento sobre os efeitos, nas vias respiratdrias, da exposi¢@o as toxinas
que compdem a esséncia utilizada no narguilé, dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar
as alteracdes histoldgicas e imunoistoquimicas em lingua e traqueia de camundongos Swiss
expostos a fumacga de narguilé por meio de um estudo observacional. Sessenta animais foram
divididos em 6 grupos: controle (sem exposi¢ao), 7, 15, 30, 60, 90 dias de exposic¢ao diaria a
fumaga de narguilé através de sistema de corpo-todo. Estes foram posteriormente eutanasiados
e os epitélios de lingua e traqueia avaliados através de coloragdo em H&E e imunoistoquimica
para avaliag@o da expressdo das proteinas Nanog, OCT-4, Sox-2, Ki-67 e p53. Foram utilizados
Testes de normalidade de Shapiro-Wilks, Teste de Kruskal- Wallis, Teste pos-hoc de Bom-
Ferroni e considerou-se significantes valores de p<0,05. Em lingua, observou-se discretas
alteracdes citologicas e arquiteturais sugestivas de alteragdes displasicas enquanto em traqueia
pdde ser observado perda de epitélio, hiperplasia epitelial e discreta ceratinizagdo que indicam
inicio de metaplasia. Estas alteragdes aumentaram progressivamente conforme o aumento do
tempo de exposi¢dao a fumaga do narguilé. Em lingua, quando comparado com o controle,
NANOG, SOX-2 e p53 revelaram maior expressao apds 30 dias do uso de narguilé, Ki-6 e p53
apos 90 dias e OCT-4 nao revelou diferengas. Em traqueia, quando comparado com o controle,
houve menor expressao de NANOG e OCT-4 ap6s 7 dias, maior expressao de Ki-67 apds 30
dias, e OCT-4 com menor expressdo € p53 com maior expressao apos 60 dias. As expressdes
alteradas das proteinas NANOG, SOX-2, p53 e Ki-67 em lingua e NANOG, OCT-4, p53 e Ki-
67 em traqueia sugerem um potencial carcinogénico do narguilé em lingua e metapldsico em
traqueia nos tempos estudados.

Palavras-chave: Narguilé. Carcinogénese. Lingua. Traqueia.



ABSTRACT

Tobacco consumption through narghile use has increased and one of the reasons is the
lack of knowledge about the harmful effects of the smoke produced by this device. However, it
is known toxins present in narghile smoke are similar to those found in cigarette smoke. There
is no deep knowledge about the effects of narghile’s toxins exposure in the up airways, so we
aimed to evaluate the histological and immunohistochemical effects in tongue and trachea of
Swiss mice exposed to hookah smoke. Sixty animals were divided into 6 groups: 0 (control), 7,
15, 30, 60, 90 days with daily exposure to hookah smoke. They were subsequently euthanized
and evaluated by H&E staining and immunohistochemistry to analyze expression of Nanog,
OCT-4, Sox-2, Ki-67, and p53 in epithelial cells from tongue and trachea. The Shapiro-Wilks
normality tests, the Kruskal-Wallis test, the Bom-Ferroni post-hoc test were used, and p values
<0.05 were considered significant. In tongue, slight cytological and architectural changes
suggestive of dysplastic changes were observed. In trachea, onset of metaplasia (loss of
epithelium cilia, epithelial hyperplasia and keratinization) could be observed. These changes
increased progressively as the time of exposure to narghile smoke increased. In tongue, when
compared to the control, NANOG, SOX-2, and p53 showed higher expression after 30 days of
hookah use, Ki-6 and p53 showed higher expression after 90 days whereas OCT-4 showed no
difference. In trachea, when compared to the control, NANOG and OCT-4 showed lower
expression after 7 days, Ki-67 showed higher expression after 30 days, and OCT-4 showed
lower expression and p53 higher expression after 60 days. The altered expressions of proteins
NANOG, SOX-2, p53 and Ki-67 in tongue and NANOG, OCT-4, p53 and Ki-67 in trachea
suggest a narghile’s carcinogenic potential in tongue and metaplastic in trachea in the groups
studied.

Keywords: Narghile. Carcinogenesis. Tongue. Trachea
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1 INTRODUCAO

Juntamente com a difusdo da cultura arabe para os paises ocidentais ocorreu a
disseminag¢do de alguns habitos dessa populacao, dentre eles o consumo do tabaco por meio do
narguilé (também conhecido como arguilé, shisha, narguile, goza, hubble-bubble, hookah e
waterpipe smoke). Essa forma de consumo aumentou entre os jovens devido a falta de
conhecimento sobre os eventuais efeitos prejudiciais da fumaga produzida por esse dispositivo
e também devido a uma percep¢do comum e erronea entre os usudrios de que a dgua presente
no narguilé filtraria as substancias quimicas do fumo, tornando-o menos prejudicial a satde e
menos propenso a causar dependéncia, quando comparado ao cigarro convencional
(ALJARRAH; ABABNEH; AL-DELAIMY, 2009; EL-ZAATARI; CHAMI; ZAATARI,
2015; JACKSON; AVEYARD, 2008; KNISHKOWY; AMITAI, 2005; PRIMACK;
FERTMAN; RICE et al., 2010). Entretanto, as toxinas presentes na fumacga do narguilé sao
similares as encontradas na fumaca do cigarro (ALANAZI; LEE; DOS SANTOS et al., 2017).

Nao existe ainda um conhecimento profundo sobre os efeitos da exposi¢ao as toxinas
que compdem a esséncia utilizada no narguilé nas vias respiratorias (KNISHKOWY; AMITALI
2005). Tais compostos toxicos sdo ativados quando aquecidos e posteriormente aspirados,
entrando em contato com as estruturas de revestimento das vias respiratorias e podendo causar
alteragdes patologicas (SHIHADEH; SALEH, 2005). E importante ressaltar que, no caso do
narguilé, diferentemente do cigarro convencional, o fator calor da fumaga ndo contribui, pois
esta ¢ resfriada pela dgua presente no dispositivo (KATURJI; DAHER; SHEHEITLI et al.,
2010; SHIHADEH; SALEH, 2005).

Uma das possibilidades de avaliagdo de possiveis efeitos deletérios do consumo do
narguilé¢ ¢ a avaliacdo histologica das vias aéreas apds exposi¢do aos agentes toxicos. Tal
avaliagdo pode se dar por meio da observa¢ao da morfologia tecidual em cortes histologicos,
corados em hematoxilina e eosina (HE), das vias aéreas superiores (FLAUSINO;
HOFFMEISTER, 2017; HAKIM; HELLOU; GOLDBART et al, 2011; MAGNANI;
CATANEO; DOMINGUES et al., 2015; MIRSADRAEE; KHAKZAD; AHMADZADEH et
al., 2010a). Outra forma de avaliagdo frequentemente utilizada ¢ a analise imunoistoquimica da
expressao de proteinas potencialmente alteradas pelas toxinas, neste caso especifico, proteinas
jé anteriormente determinadas como participantes dos mecanismos de carcinogénese causada

pelo cigarro convencional: Nanog, OCT-4, SOX-2, Ki-67 e p53. (AMAYA; BRYAN, 2015;
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BAILLIE; TAN; ITINTEANG, 2017; CAI; HE; LI et al., 2016; GISSI; GABUSI; SERVIDIO
et al., 2015). Dessa forma, espera-se que a associagdo da analise dos aspectos histopatologicos
com os marcadores imunoistoquimicos possa ajudar a entender os efeitos do narguilé¢ neste

modelo animal.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Identificar os efeitos da fumaca proveniente do uso do narguilé nos tecidos de lingua e

traqueia em camundongos.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Identificar e descrever as alteragdes histologicas causadas pela exposicao a fumaca
do narguilé durante 7, 15, 30, 60 e 90 dias em tecidos da lingua e traqueia;

- Comparar o tecido epitelial ndo exposto (controle) com tecido epitelial exposto a
fumaga durante 7, 15, 30, 60 e 90 dias;

- Avaliar o padrao da expressdo imunoistoquimica de p53, SOX-2, OCT-4 e Nanog
em todos os periodos de exposi¢do, evidenciando a média de células positivas em epitélio de
lingua e traqueia;

- Analisar o indice proliferativo das células epiteliais de lingua e traqueia em todos os
periodos de exposi¢do, por meio da marcacdo imunoistoquimica do antigeno de proliferacao
celular Ki-67;

- Comparar a expressao de cada uma das proteinas entre os grupos experimentais;

- Estabelecer possiveis correlagdes entre a expressao das proteinas nos grupos expostos

ao narguilé.
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2 REVISAO

O Narguilé ¢ um tipo de fumo que utiliza um aparelho comumente encontrado no oriente
que aquece uma mistura de tabaco e esséncia, criando uma fumaga que passa por um
armazenamento de dgua e, posteriormente, aspirada (AKL; GADDAM; GUNUKULA et al.,
2010; COBB; WARD; MAZIAK et al., 2010; JAWAD; MCEWEN; MCNEILL et al., 2013)
(Figura.1). Os usudrios acreditam que a passagem da fumaga através da agua, gerando
temperaturas menores do que outros tipos de fumo, diminuiria o risco do seu consumo pois esta
filtraria as substancias toxicas, entretanto as substancias toxicas encontradas na sua fumaca sao
semelhantes aquelas presentes na fumaga do cigarro convencional (AKL; GADDAM,;
GUNUKULA et al., 2010; ALANAZI; LEE; DOS SANTOS et al., 2017; ASLAM; SALEEM;
GERMAN et al, 2014; AZAB; KHABOUR; ALKARAKI et al, 2010; EL-ZAATARI;
CHAMI; ZAATARLI, 2015; LIPKUS; MAYS, 2018; SMITH-SIMONE; MAZIAK; WARD et
al.,2008).

2

i —
. Foil =~ Q“‘/

Tobacco
. \ T~_Smoke flow — ¥

—— Hose

Body - “ - Mouthpiece

Figural. Aparelho de narguilé. Fonte: Jawad et al, 2013

Esta forma de consumo de tabaco esta se espalhando principalmente entre adolescentes

e adultos jovens, com cerca de 2,5 milhdes de usudrios no Brasil e uma prevaléncia alta na faixa
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etaria de 12 a 24 anos de idade (AKL; GADDAM; GUNUKULA et al., 2010; ALANAZI; LEE;
DOS SANTOS et al., 2017; ALJARRAH; ABABNEH; AL-DELAIMY, 2009; ASLAM;
SALEEM; GERMAN et al.,2014; BERTONI; SZKLO; BONI et al., 2019; COBB; WARD;
MAZIAK et al., 2010; JACKSON; AVEYARD, 2008; JAWAD; MCEWEN; MCNEILL et al.,
2013; KNISHKOWY; AMITAI, 2005; LIPKUS; MAYS, 2018; MINAKER; SHUH;
BURKHALTER et al.,2015; NAKKASH; KHALIL; AFIFI, 2011; PRIMACK; FERTMAN;
RICE et al., 2010; PRIMACK; SHENSA; KIM et al., 2013; PRIMACK; WALSH; BRYCE et
al., 2009; SMITH-SIMONE; MAZIAK; WARD et al.,2008). Tal perfil de consumidor tem
atracdo por esse tipo de fumo por ser socialmente mais aceito e devido a mistura com sabores
variados como frutas, mel e umectantes, mais conhecida como “massel” ou “moassel” (COBB;
WARD; MAZIAK et al.,2010; KNISHKOWY; AMITALI, 2005; SMITH-SIMONE; MAZIAK;
WARD et al., 2008). Esse tipo de fumo encontra-se em segundo lugar em frequéncia de uso
entre os jovens dos EUA (cerca de 30% dos jovens) (PRIMACK; SHENSA; KIM et al., 2013).
Além do “moassel” (mais utilizado), existem outras formas da esséncia como o “tumbak” ou
“ajami” que ¢ composto por uma pasta negra e pura de tabaco e o “jurak” que ¢ originario da
india e tem um composto com quantidade intermediaria de tabaco e frequentemente contem

frutas e 6leos (KNISHKOWY; AMITALI 2005).

Atualmente ¢ dificil padronizar estudos envolvendo o consumo do narguilé, pois ha
muitas variantes no uso, incluindo: quantidade variada de tabaco, tipo de tabaco usado,
frequéncia de sessdes, duragdo de sessdes, anos de uso e uso concomitante de outras
substancias. Mesmo estudos realizados com dispositivos automatizados ndo apresentam uma
padronizagdo metodoldgica evidenciando a necessidade de mais pesquisas acerca do assunto
(AKL; GADDAM; GUNUKULA et al., 2010; EISSENBERG; SHIHADEH, 2009; KATURIJI;
DAHER; SHEHEITLI et al., 2010). Convém ressaltar que, apesar dessa auséncia de
padronizagdo, as pesquisas normalmente estdo mais associadas ao uso do “moassel” (JAWAD;

MCEWEN; MCNEILL et al., 2013).

Estudos anteriores demonstram que o tabaco do narguilé apresenta cerca de 2-4% de
nicotina contra 1-3% do cigarro tradicional (SHIHADEH; SALEH, 2005; VIEGAS, 2008).
Além do monoxido de carbono, as seguintes substancias quimicas podem estar presentes na
fumaca: alcatrao, metais pesados, arsénio, benzopireno, niquel, cobalto, berilio, cromo, chumbo
(SHIHADEH; SALEH, 2005; VIEGAS, 2008). Em um estudo realizado para dosar a

quantidade desses componentes, verificou-se que, uma sessdo de narguilé, libera maiores
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quantidades de formaldeido, acetaldeido, acroleina, propionaldeido e metacroleina na fumaga
principal em comparagdo com o cigarro convencional (AL RASHIDI; SHIHADEH; SALIBA,
2008; SHIHADEH; SALEH, 2005). Além disso, apesar da concentracdo de nicotina ser
semelhante ao cigarro, uma sessdo de narguilé ¢ longa, durando em média de 45 a 60min e
levando a um maior tempo de exposi¢ao a essas substancias (ASLAM; SALEEM; GERMAN;
et al., 2014; EISSENBERG; SHIHADEH, 2009; KNISHKOWY; AMITAI, 2005). Eissenberg
e Shihaedeh (2009) observaram que uma sessdo de narguilé com dura¢do de 45 minutos tem
trés vezes mais exposi¢cao de mondxido de carbono que o uso de um cigarro convencional
(medido em maquinas pelo Método Beirute, um método digital programavel para determinagao
da duragao da baforada, taxa de fluxo, intervalo entre baforadas e nimero total de baforadas) ¢
eleva os niveis plasmaticos de nicotina e mondxido de carbono, podendo gerar doencas
semelhantes ao uso de um cigarro convencional (EISSENBERG; SHIHADEH, 2009;
SHIHADEH; AZAR; ANTONIOS et al.,2004). Finalmente, em estudo realizado com humanos
em tempo real com avaliacdo da fumaca, pdde-se observar duas vezes mais nicotina nas
amostras das sessdes de narguilé do que no cigarro convencional, totalizando 4mg nas sessdes
de narguilé, aspiragdo de 119 litros de fumaga contendo 150mg de monoxido de carbono e

602mg de residuos da esséncia (KATURJI; DAHER; SHEHEITLI et al., 2010).

Além disso, o uso de narguilé estd associado a iniciagdo do uso do cigarro
convencional (mais conveniente e com maior mobilidade) pelo fato da nicotina levar a
dependéncia quimica, independentemente da forma de consumo (ALANAZI; LEE; DOS
SANTOS et al., 2017, COBB; WARD; MAZIAK; et al., 2010; MAZIAK, 2014; VIEGAS,
2008). Estudos relatam ainda que um terco dos usudrios de narguilé apresentam sintomas de
dependéncia e o seu uso diminui os sintomas da abstinéncia de nicotina (JACKSON;
AVEYARD, 2008; NEERGAARD; SINGH; JOB et al, 2007; RASTAM; EISSENBERG;
IBRAHIM et al., 2011; VIEGAS, 2008).

Diversos estudos demonstraram a presenga de agentes toxicos e carcinogénicos na
fumaca do narguilé, associando o seu consumo com a presen¢a de doengas cardiovasculares e
pulmonares (cancer, asma, bronquites, entre outras), carcinomas gastricos, esofagicos, de
bexiga e de laringe, bem como afetando células epiteliais de traqueia e pulmao (EL-ZAATARI;
CHAMI; ZAATARI, 2015; FLAUSINO; HOFFMEISTER, 2017; JAVED; ALHARTHI;
BINSHABAIB et al., 2017; MIRSADRAEE; KHAKZAD; AHMADZADEH et al., 2010a;
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MOHAMMAD; KAKAH, 2008; STRULOVICI-BAREL; SHAYKHIEV; SALIT et al., 2016;
WALTERS; SALIT; JU et al., 2017). Uma revisao sistematica que abordou a associacdo entre
cancer de cabeca e pescoco e uso de narguilé , assim como a associagdo entre cancer de pulmao
e o uso de narguilé, demonstrou alto risco para ambas as neoplasias (MAMTANI; CHEEMA;
SHEIKH et al., 2017). Em geral, os tipos de cancer associados ao narguilé sdo os mesmos
associados ao cigarro comum (MAMTANI; CHEEMA; SHEIKH et al., 2017). As alteragdes
respiratdrias, p.ex. bronquite, aparecem mais precocemente quando comparado com usudrios

de cigarro convencional (AL MUTAIRI; SHIHAB-ELDEEN; MOJIMINIYT et al.,2006).

A relagdo entre o consumo de narguilé e a presenca de alteracdes potencialmente
malignizéveis ou malignas nas vias aéreas ainda necessita ser mais bem estudada. O carcinoma
epidermoide de pulmdo (CEP) tem localizacdo preferencial em dareas periféricas e vias
superiores, com destaque para a traqueia (GARTNER; HIATT, 2003). A traqueia, os bronquios
do tronco principal e a regido mais proximal da via aérea intralobular sdo revestidos por um
epitélio colunar pseudoestratificado ciliado onde todas as células apoiam-se em lamina basal,
mas possuem diferentes tamanhos: células altas colunares e células baixas (que atuam como
células basais) (GARTNER; HIATT, 2003). Essas células baixas “basais” servem como
células-tronco especificas do tecido para o compartimento traqueobrdnquico, e alteragdes
nestas ou em suas ‘“células-filhas” podem estar associadas a hiperplasias, hipoplasias,
metaplasia, displasias e também ao CEP (FERONE; SONG; SUTHERLAND et al., 2016;
ROCK; RANDELL; HOGAN, 2010). Neste contexto, sabe-se que o fumo desencadeia uma
resposta proliferativa no epitélio pulmonar, resultando em alteragdes epiteliais progressivas
variando de metaplasia escamosa a displasia (KIM; VAN DE LAAR; CABANERO et al.,
2016).

A traqueia dos roedores ¢ muito semelhante as vias aéreas do humano. A partir disso,
os estudos basicos da biologia das células-tronco que sdo relevantes para o epitélio
pseudoestratificado das vias aéreas humanas sdo melhor realizados em traqueia (ROCK;

RANDELL; HOGAN, 2010).

A relagdo entre o consumo de narguilé e a presenca de alteracdes potencialmente
malignizaveis da cavidade oral, como leucoplasias, ainda necessita ser melhor estudada,
considerando-se a presenga dos agentes toxicos na fumaga do narguilé e as alteragdes causadas
em outros o0rgdos e tecidos (AKRAM; AL-KHERAIF; KELLESARIAN et al., 2018; AL
RASHIDI; SHIHADEH; SALIBA, 2008; EL-ZAATARI; CHAMI; ZAATARI, 2015;
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FLAUSINO; HOFFMEISTER, 2017; MIRSADRAEE; KHAKZAD; AHMADZADEH et al.,
2010b; MOHAMMAD; KAKAH, 2008; STRULOVICI-BAREL; SHAYKHIEV; SALIT et al.,
2016; WALTERS; SALIT; JU et al., 2017). Nesse contexto, sabe-se que o narguilé apresenta
efeito citotoxico dose-dependente em células da mucosa oral levando a quantidade significativa
de picnose, cariorrexe e caridlise, além de alteracdes do microntcleo (pequena estrutura
intranuclear de DNA) quando comparado com a mucosa ndo-exposta ao narguilé (EL-

SETOUHY; LOFFREDO; RADWAN et al., 2008; NADERI; PASHA, 2017).

2.1 CELULAS TRONCO-NEOPLASICAS

Tem sido proposto que o desenvolvimento e crescimento de diversas neoplasias,
incluindo carcinoma epidermoide oral (CEO) e carcinoma epidermoide de pulmao (CEP), estao
associados a uma subpopulagao de células neoplésicas denominadas células-tronco neoplésicas
(CTN) (HE; XIONG; LI et al., 2018; YU; FEATHERSTON; TAN et al, 2016; ZHOU;
HUANG; HU, 2011). Diversos autores afirmam que neoplasias podem ser iniciadas e mantidas
por CTNs e que cada neoplasia pode conter uma pequena subpopulagdo dessas células, que tem
a habilidade de se auto renovar e se diferenciar em diferentes linhagens (CURTARELLI;
GONCALVES; DOS SANTOS et al., 2018; GE; LIN; XIAO et al., 2010; HE; XIONG et al.,
2018; ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015). As CTNs também estao associadas a resisténcia
tumoral contra os tratamentos de quimioterapia e radioterapia, além de maiores taxas de
recorréncia ¢ metastase (ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015; VERMEULEN; SOUSA E
MELOQ; DICK et al., 2012; WANG; CHIOU; WU, 2013).

A origem das CTNs ainda nao foi bem definida. Na atualidade existem trés teorias para
a presenga das CTNs: 1) malignizacdo de células embrionérias normais; 2) desdiferenciagdo de
células neoplésicas maduras; 3) inducdo de células neoplésicas pluripotentes (ISLAM; QIAO;
SMITH et al., 2015). A primeira teoria propde que as CTNs s@o o produto da transformagao
maligna de células-tronco adultas. Smalley e Ashworth (2003) sugeriram, pela primeira vez,
que as CTNs podem derivar de células-tronco normais que adquiriram mutagdes e perderam
sua capacidade de auto-regulacao da proliferagao celular (ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015;
SMALLEY; ASHWORTH, 2003). A segunda teoria defende que células neoplasicas adultas

podem se desdiferenciarem, ja que as CTNs e as células epiteliais neoplasicas muitas vezes
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parecem ter um fendtipo mesenquimal semelhante e exibem expressao génica caracteristica de
transicdo epitélio-mesenquimal (ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015; MOHARIL; DIVE;
KHANDEKAR ef al.,2017). A tltima teoria esta relacionada ao recente desenvolvimento de
células-tronco pluripotentes in vitro induzindo a expressdo de genes especificos, causando
reprogramagdo direta de células somaticas através da transducdo de fatores transcricionais
(ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015). Nenhumas dessas teorias ¢ definitiva, no entanto, nas
neoplasias diferentes tipos de células podem agir de diferentes formas em seus microambientes
especificos (ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015; WANG; CHIOU; WU, 2013). A quantidade
das CTNs também ¢ debatida, podendo variar entre pacientes, tipo de neoplasia e estagio da

mesma (ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015).

Diversos estudos demonstraram a presenga das CTNs através de marcadores de células-
tronco embrionarias como SOX-2, Nanog e OCT-4 e a presenca das CTNs est4 associada com
pior progndstico e maior capacidade de crescimento tumoral em neoplasias de mama, bexiga,
pulmao e cabega e pescogo (CURTARELLI; GONCALVES; DOS SANTOS et al., 2018; GE;
LIN; XIAO et al., 2010; LI; WANG; XU et al., 2012; LIU; LIN; ZHAO et al., 2013; YU;
FEATHERSTON; TAN et al., 2016). Os marcadores de CTNs tem sido associados ao inicio da
carcinogénese € a resisténcia tumoral ao tratamento (LU; FUTTNER; ROCK et al., 2010; YU;
FEATHERSTON; TAN et al., 2016; ZHOU; HUANG; HU, 2011) e estdo mais presentes no
fronte de invasdo tumoral, o que explicaria sua associacdo com neoplasias mais agressivas e

piores prognosticos (CURTARELLI; GONCALVES; DOS SANTOS et al., 2018).

SOX-2, Nanog e OCT-4 atuam em conjunto, sendo que o OCT4 trabalha sinergicamente
com SOX2, entre outros fatores, para regular a transcricdo de genes associados a auto-
renovagdo e pluripoténcia de células-tronco. A SOX-2, bem como a OCT-4 e Nanog, sao
essenciais para o desenvolvimento, ajudam a regular a transcricdo de outros genes essenciais
para o desenvolvimento e influenciam sua propria transcri¢cdo por meio de ciclos de feedback

positivo e negativo (LOH; WU; CHEW et al., 2006; RIZZINO, 2009; 2013).

SOX-2, OCT4 e Nanog sdo ativadores de genes envolvidos na pluripoténcia. E sabido
que existe a necessidade de regulacdo positiva do OCT-4 e SOX-2 para a expressdo de Nanog,
sendo que Nanog e OCT4 trabalham em conjunto para dar suporte a pluripoténcia celular e auto
renovacdo. SOX2 e OCT4 interagem diretamente para ativar a transcricdo do gene alvo e
OCT4/SOX2 ligam-se a regido promotora proximal de Nanog para induzir a transcri¢do de

diversos genes envolvidos formando uma ampla via de expressdo associada a pluripoténcia e
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renovagao celular (KAUFHOLD; GARBAN; BONAVIDA, 2016; LOH; WU; CHEW et al.,
2006; RODDA; CHEW; LIM et al., 2005; WANG; CHIOU; WU, 2013).

O epitélio de revestimento da mucosa oral consiste em varias camadas de células
epiteliais e possui capacidade de auto-renovagdo. Existem duas hipoteses para presenca de
CTNs em lesdes da cavidade oral. A primeira afirma que estas poderiam ser originadas de
células-tronco adultas derivadas da camada basal local ou progenitoras, que acumulariam
alteragdes genéticas com o tempo. A segunda teoria proposta sugere a origem das CTNs a partir
de células nao-epiteliais na mucosa oral como: células derivadas da parede do vaso, células-
tronco derivadas do sangue, musculos, e tecido adiposo ou devido a fusdo celular entre uma
célula-tronco hematopoiética e um ceratinocito oral mutado ou também se originar da
desdiferenciagdo de células adultas diferenciadas (MOHARIL; DIVE; KHANDEKAR et al.,
2017; REN; ZHANG:; J1, 2016).

2.1.1 NANOG

O gene Nanog (nome derivado de Tir nan Og, mitica terra celta da juventude) esta
localizado no cromossomo 12p13.31 (GAWLIK-RZEMIENIEWSKA; BEDNAREK, 2016;
KAUFHOLD; GARBAN; BONAVIDA, 2016). Este ¢ um fator de transcricdo de dominio
homeobox que regula a pluripotencialidade das células-tronco e a reprogramacdo celular
(CHANG; PARK; CHOI et al., 2017; YU; FEATHERSTON; TAN et al., 2016). Nanog ¢
critico para bloquear a diferenciacdo de células pluripotentes e estabilizar a pluripoténcia
durante o ciclo celular (SAUNDERS; FAIOLA; WANG, 2013). Diversos autores relatam que
Nanog pode estar associada a vdarios aspectos do desenvolvimento das neoplasias, como
proliferacdo celular, auto-renovagdo, motilidade, transicdo epitelial-mesenquimal, evasdo
imunolodgica e resisténcia aos medicamentos (CHIOU; WANG; CHOU et al., 2010; CHIOU;
YU; HUANG et al., 2008; WANG; CHIOU; WU, 2013).

Em epitélio normal da mucosa oral, a expressdo de Nanog ocorre em nucleo e
citoplasma do tergo médio e inferior, enquanto em displasias epiteliais a expressdo aumenta de
acordo com a gravidade da doencga, sendo considerado um marcador inicial da progressao da
carcinogénese (KITAHARA; MICHELS; LUIZ et al., 2021; SCOTTI; MITT; VIEIRA et al.,
2018). Também, a presenca de Nanog associada ao OCT-4 e SOX-2 foi estudada em
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carcinomas epidermoide de 1abio e em CEO mostrando que a expressao desses estava associada
a marcadores de estadios iniciais e a carcinogénese (FU; HSIEH; CHENG et al., 2016; RAM,;
BRASCH; DUNNE et al., 2017; SCOTTI; MITT; VIEIRA et al., 2018). Observou-se também
que a superexpressao de Nanog estava associada a um pior prognostico e presenca de metastases
em linfonodos em CEO (LEE; KANG; LEE et al., 2015; RODRIGUES; XAVIER; ANDRADE
et al., 2018). Os niveis da proteina Nanog foram relatados como elevados nos tecidos tumorais
de CEO em comparagio com os tecidos normais correspondentes (KAUFHOLD; GARBAN;
BONAVIDA, 2016).

Em tecido normal de vias aéreas ndo ocorre marcacao de Nanog, porém em tecidos com
metaplasia escamosa e células neoplasicas de pulmao ocorre expressdo citoplasmatica (DU;
MA; WANG et al., 2013; LI; YU; WANG et al., 2013). Além disso, a expressdo nuclear de
Nanog foi mais observada em neoplasias de pulmao pouco diferenciadas em comparagdo com
outras neoplasias (DU; MA; WANG et al., 2013). No CEO e no adenocarcinoma de pulmao, a
superexpressdo do Nanog e OCT-4 foi associada a estagio avancado do cancer e pequena taxa
de sobrevida do paciente (CHIOU; WANG; CHOU et al., 2010; CHIOU; YU; HUANG et al.,
2008; WANG; CHIOU; WU, 2013). Foi observado por Luo et al. 2013, que Nanog, bem como
SOX-2 e OCT-4, estavam superexpressos em carcinoma nasofaringeo quando comparados com
tecido epitelial normal (LUO; LI; PENG et al., 2013). A superexpressdao de Nanog estava
associado a um pior progndstico, comportamento mais agressivo e fronte de invasdo no CEP
(CHENG; WANG; YUAN et al., 2018; LUO; LI; PENG et al., 2013; ZHAO; LIU; CHEN et
al., 2018).

2.1.2 OCT-4

O OCT-4 (do inglés: octamer binding transcription factor 4) ¢ um fator de transcricao
associado ao gene POUSF1 que estd localizado no cromossomo 6p21.33, fazendo parte da
familia de transcri¢do POU, normalmente encontrado em células-tronco embrionarias e adultas
e estd associado a auto-renovagdo celular, prolifera¢do e pluripoténcia celular, trabalhando
sinergicamente com a SOX-2 (CHEN; WANG; CAI et al., 2012; KAUFHOLD; GARBAN;
BONAVIDA, 2016; VAN SCHAIJIK; DAVIS; WICKREMESEKERA et al., 2018; YU;
FEATHERSTON; TAN et al., 2016).



25

O estudo de Qiao et al. (2014) analisou a presenga de SOX-2 ¢ OCT-4 em mucosa
normal de cavidade oral, lesdes pré-malignas, no CEO e tecidos proximos a ele. Nesses, foi
observado que em mucosa normal, a SOX-2 e o OCT-4 poderiam ser expressas em nucleo
celular da camada basal de epitélio, porém ndo na mesma regido do corte. J& nos grupos de
displasia epitelial e CEO, as duas proteinas poderiam estar superexpressas € em mesma regiao
(QIAO; HE; CAl et al.,, 2014). Cai et al. (2016) também demonstraram que a carcinogénese
oral pode derivar da expressdo sinérgica de SOX-2 e OCT-4. Em animais knockdown para
OCT-4, as neoplasias ndo podiam ser iniciadas, enquanto que em animais knockdown para
SOX-2 as células neopldsicas ndo conseguiriam realizar auto-renova¢do para manter o
crescimento tumoral (CAIL; HE; LI et al., 2016). Em cultura de células demonstrou-se também
que a OCT-4 estd associada a transicao epitélio-mesenquimal e desdiferenciacdo de células
epiteliais aderentes em células individuais migratorias(TSAI;, HU; LEE et al, 2014).
Demonstrou-se que, no CEO, a superexpressao de OCT-4 estava associada a maior invasdo e
formacdo de ilhas tumorais bem como positivamente correlacionada com estadiamento
avangado ¢ CEOs moderadamente diferenciados a indiferenciados (CHIOU; YU; HUANG et
al.,2008; HABU; IMANISHI; KAMEYAMA et al., 2015; TSAI; HU; LEE et al., 2014).

Estudos relatam que o OCT-4 ndo foi encontrado em mucosa de esdfago normal, no
entanto foi encontrado em carcinoma epidermoide de esofago (YU; FEATHERSTON; TAN et
al., 2016; ZHOU; HUANG; HU, 2011). Ge et al. (2010) citam a associagdo do OCT-4 com
metastases em linfonodos de carcinomas epidermoide de hipofaringe (GE; LIN; XIAO et al.,
2010). Também foi observado, em um subgrupo desse estudo, que a expressdo de OCT-4 e a
presenca de SOX-2 tinham relagdo com um pior progndstico demonstrando assim a necessidade

de estudar esses marcadores em conjunto (GE; LIN; XIAO et al., 2010).

Em estudo em pulmao, tecidos normais de vias aéreas e lesdes precursoras nao
expressaram a OCT-4 ou apresentaram expressdo somente perivascular ou peribronquial,
enquanto em neoplasias a expressdo aumentada de OCT-4 foi relacionada a baixa diferenciacao
tumoral e estadiamento maior, com pior progndstico (GALIGER; KOSTIN; GOLEC et al.,
2014; LI; YU; WANG et al., 2013; LI; WANG; XU et al., 2012). Observou-se que OCT-4 pode
manter células neoplédsicas em um estado pouco diferenciado através de um mecanismo que

depende da promocao da proliferacao celular (CHEN; WANG; CAl et al., 2012).
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2.1.3 SOX-2

A SOX-2 (do inglés: sex determining region Y-box 2) ¢ um membro da familia SOXBI1
de fatores de transcri¢do e seus trés dominios primarios sdo um dominio N-terminal, um grupo
de alta mobilidade (HMG) ¢ um dominio de transativagio (KAUFHOLD; GARBAN;
BONAVIDA, 2016). A SOX-2 esta associada as propriedades de auto renovacao das células
tronco pluripotentes e esta localizada no cromossomo 3g26.3- 27 (KAUFHOLD; GARBAN;
BONAVIDA, 2016; KIM; VAN DE LAAR; CABANERO et al., 2016; LIU; LIN; ZHAO et
al., 2013; QUE; LUO; SCHWARTZ et al., 2009; YU; FEATHERSTON; TAN et al., 2016).

A expressdao de SOX-2 pode ser observada em nucleos da camada basal da mucosa oral
e sua expressdo média esta aumentada em displasias epiteliais tanto de baixo quanto de alto
risco (LUIZ; MODOLO; MOZZER et al., 2018; QIAO; HE; CAI et al, 2014). A
superexpressdo da SOX-2 em neoplasias de cabeca e pescoco estd associada a resisténcia
tumoral, recorréncia e pior prognostico (KAUFHOLD; GARBAN; BONAVIDA, 2016). Em
carcinoma epidermoide de lingua, quando a SOX-2 estd superexpressa, observa-se associagao

com pior prognostico e metastase em linfonodos (REN; ZHANG; JI, 2016).

Quando a SOX-2 foi avaliada relacionada a inflamacao e cicatrizagdo em vias aéreas,
ela foi expressa em traqueia nos dias iniciais (7 dias) e diminuiu conforme a cicatriza¢do ocorreu
(14 e 28 dias), estando, portanto, associada a proliferagdo e diferenciacao do epitélio da traqueia
adulta, porém sem expressao em tecido normal (GRENDEL; SOKOLSKY; VASCAKOVA; et
al., 2012; LI; WANG; XU et al., 2012; QUE; LUO; SCHWARTZ et al., 2009). Também se
observou que a SOX-2 sozinha pode estar associada ao processo de metaplasia do epitélio
respiratdrio, pois leva a estimulagdo da expressdo de alguns marcadores tumorais epiteliais,
porém estimulos oncogénicos adicionais sdo necessarios para conduzir a uma diferenciacao
escamosa completa (KARACHALIOU; ROSELL; VITERI, 2013; KIM; VAN DE LAAR;
CABANERO et al.,, 2016). No entanto, em estudo in vitro com cultura de células, a
desregulacdo da SOX-2 levou ao desenvolvimento de displasias epiteliais em células
bronquicas (CORREIA; JOHNSON; MCERLEAN; BAUER et al., 2017).

Acredita-se que a ativacdo da SOX-2 seja essencial para a manutengdo das células
epidermoides malignas (KARACHALIOU; ROSELL; VITERI, 2013). Estudos demonstraram
a presenga desse marcador em células baixas “basais” epiteliais traqueobronquiais e

associaram-no a diferenciagdo celular, hiperplasia epitelial e proliferacao, sendo um marcador
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importante do CEP (FERONE; SONG; SUTHERLAND et al., 2016; LIU; LIN; ZHAO et al.,
2013; QUE; LUO; SCHWARTZ 2009; TOMPKINS; BESNARD; LANGE et al., 2011).
Estudos moleculares levaram a tratamentos especificos para outros tipos de tumores de pulmao,
no entanto ainda ¢ necessario mais estudos para tratamentos especificos do CEP (FERONE;
SONG; SUTHERLAND et al., 2016). Apesar da SOX-2 ser superexpressa no CEP, o mesmo
ndo ocorre no adenocarcinoma de pulmao, o que pode indicar que os dois se desenvolvem por
mecanismos ¢ vias diferentes, variando a expressdo de SOX-2 e sua correlagdo com o
prognostico, dependendo do tipo de neoplasia pulmonar (KARACHALIOU; ROSELL;
VITERI, 2013; LU; FUTTNER; ROCK et al., 2010; SODJA; RIJAVEC; KOREN et al., 2016;
YUAN; KADARA; BEHRENS et al., 2010).

2.2 MARCADORES CLASSICOS DA CARCINOGENESE ORAL
Diversas proteinas e marcadores ja foram estudados em associa¢do as neoplasias

malignas orais, sendo dois dos mais estabelecidos, as proteinas Ki-67 e p53.

2.2.1 Ki-67

O gene Ki-67 codifica duas isoformas de proteinas com pesos moleculares de 345 e 395
kDa localizada no cromossomo 10g25-ter (LI; JIANG; CHEN et al., 2015). O marcador Ki-67
¢ uma proteina complexa encontrada no nucleo celular e associada a proliferacao celular,
podendo ser usado como indicador de prognostico (FOLESCU; LEVAI; GRIGORAS et al.,
2018; LI; JIANG; CHEN et al.,, 2015). Este marcador ¢ um antigeno nuclear expresso em todos
os estagios do ciclo celular com excecao do estagio GO (FOLESCU; LEVAI; GRIGORAS et
al., 2018; LI; JIANG; CHEN et al., 2015).

Na mucosa oral normal, o Ki-67 pode ser encontrado em nticleo de células epiteliais
principalmente em camada basal, porém quando existem alteracdes epiteliais displasicas ou a
presenca do CEOQ, este se encontra superexpresso € em camadas epiteliais mais altas (BIANCO;
SCOTTI; VIEIRA et al., 2015; EMBALO; MIGUEL; KONRATH et al., 2021; EMBALO;
PARIZE; RIVERO, 2018; VALACH; FOLTAN; VLK et al., 2017). Estudos demonstraram
que o aumento da intensidade de marcagdo e o padrao da mesma podem mudar conforme a

gravidade da classificagdo histologica e esta marcacdo pode ser indicativa de risco de
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transformagdo maligna em displasias epiteliais (GISSI; GABUSI; SERVIDIO et al., 2015;
SUWASINI; CHATTERJEE; PURKAIT et al., 2019). O numero de células em que o Ki-67
estd expresso, bem como a sua intensidade de marcagdo, aumentam conforme a gravidade da
lesdo, de mucosa normal passando por displasia epitelial até o carcinoma epidermoide
(TORRES-RENDON; ROY; CRAIG 2009). A alteracdo de sua expressdo, juntamente com a
da p53, pode ser indicativo de risco aumentado de carcinogénese (GISSI; GABUSI; SERVIDIO
et al., 2015; SUWASINI; CHATTERJEE; PURKAIT et al., 2019).

Em tecido pulmonar e vias aéreas normais ndo hd marcacdo nuclear importante de Ki-
67, porém uma marcacao escassa ¢ dispersa em zona supra-basal pode ser encontrada, sendo
que estudos demonstraram que quanto maior a expressdo de Ki-67 em lesdes precursoras e
lesdes iniciais de pulmao pior seria a sua classificagio (CAVARGA; KOCAN; BOOR et al.,
2009; FOLESCU; LEVAI; GRIGORAS et al., 2018; KITAMURA; KAMEDA; NAKAMURA
etal., 1995). Nos CEPs e outras neoplasias do trato respiratorio, a proliferacao celular ¢ avaliada
para estimar a agressividade da neoplasia maligna e também prognostico do paciente
(CAVARGA; KOCAN; BOOR et al., 2009; FOLESCU; LEVAI; GRIGORAS et al., 2018). A
porcentagem de células Ki-67 positivas ¢ diferente entre os subtipos histologicos de cancer de
pulmdo, de acordo com o estdgio do tumor e o grau de diferenciagdo (FOLESCU; LEVAI;
GRIGORAS et al., 2018). No caso de lesdes neoplasicas de pulmao, a alta taxa de proliferacao
(Ki-67 positivo) pode indicar alta taxa de recorréncia e prognostico ruim para esses tumores,
sendo o Ki-67 superexpresso tanto nos tumores malignos primdrios quanto nas metastases
(FOLESCU; LEVAI; GRIGORAS et al., 2018; HARPOLE; HERNDON; WOLFE et al.,
1995).

2.2.2 p53

A proteina p53 ¢ um produto do gene supressor de tumor TP53, pertence a uma familia
de proteinas andlogas, incluindo p63 e p73, que compartilham sequéncia e estrutura
semelhantes e sdo fatores de transcrigdo especificos capazes de mediar a apoptose. Esse gene
estd localizado na posi¢do 17p13.1 S(GHOSH; STEWART; MATLASHEWSKI, 2004; GISSI;
GABUSI; SERVIDIO et al., 2015; SABAPATHY; LANE, 2019; SUWASINI; CHATTERJEE;
PURKAIT et al., 2019). Seu nome se deve a sua massa molecular: fracdo de 53 quilodaltons

das proteinas celulares (CHEAH; LOOI, 2001). Esta proteina ¢ considerada um supressor
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tumoral por induzir a parada do crescimento ou a apoptose dependendo das circunstancias
fisioloégicas e do tipo de célula. Também, estd envolvida no ciclo celular regulando
negativamente a divisdo celular, por controlar um conjunto de genes necessarios para este
processo. Quando o gene TP53 esta mutado, além de ndo efetuar seu papel como supressor
tumoral também pode adquirir um novo papel como proteina oncogénica (GHOSH;
STEWART; MATLASHEWSKI, 2004; SABAPATHY; LANE, 2019) A deteccao de p53 por
imunoistoquimica pode ser causada pela estabilizacdo da proteina devido a presenga de mutagao
ou como resultado de mecanismos de promog¢do que levam ao aumento de p53 no estado
estacionario em um mecanismo de resposta do ponto de verificagdo do ciclo celular (GIROD;

KRAMER; KNUFERMANN et al., 1994).

Em epitélio de revestimento normal da cavidade bucal, a presenc¢a da p53 pode ocorrer
confinada ao nucleo das células da camada basal, mas em casos de displasia epitelial pode ser
encontrada na camada suprabasal, dependendo da gravidade do dano (SUWASINI;
CHATTERIJEE; PURKAIT 2019). Diversos estudos demonstraram que quanto mais grave a
displasia, mais estratos do epitélio podem expressar a pS3 e mais intensa ¢ a marcagao
(NIKITAKIS; RASSIDAKIS; TASOULAS et al, 2018; SUWASINI; CHATTERIJEE;
PURKAIT et al., 2019; YANG; DING; FU et al., 2019). A mutacdo no gene da TP53 e sua
perda de funcdo estdo associadas ao carcinoma epidermoide, uma neoplasia maligna originada
no epitélio de revestimento da pele e mucosas. Em estudo de Amer et a/ (2019), que comparou
mucosa de fumantes de narguilé com mucosa de ndo-fumantes, observou-se expressdo de
imunoistoquimica da p53 significativamente maior em fumantes (AMER; WAGUIH; EL-
ROUBY, 2019). Diversos estudos demonstraram que a sua superexpressdo pode ser um
importante marcador de lesdes potencialmente malignizaveis ou de carcinomas, incluindo o
CEO (GISSI; GABUSI; SERVIDIO et al., 2015; LEE; KANG; LEE et al., 2015; NIKITAKIS;
RASSIDAKIS; TASOULAS et al., 2018; YANG; DING; FU et al., 2019). Em estudo realizado
em fumantes de narguilé, mesmo em epitélio considerado histologicamente normal, pelo menos
16% dos pacientes apresentaram marcacao de p53, sendo que essa expressdo aumentou para
83,1% e 41,7% dos pacientes fumantes de narguilé, portadores de CEO e displasias epiteliais,

respectivamente (ZAID; AZAR-MAALOUF; BARAKAT et al.,2018).

Na avaliag@o do epitélio respiratorio a expressao de pS3 ndo ocorre em tecido normal

ou metaplasico sem atipias (MAGNANI; CATANEO; DOMINGUES et al, 2015;
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PONTICIELLO; BARRA; GIANI et al., 2000). Em lesdes iniciais de epitélio respiratorio e
posteriormente em CEP, quanto pior sua classificacdo mais expressa esta proteina se encontra
(FOLESCU; LEVAI; GRIGORAS et al.,2018; HARPOLE; HERNDON; WOLFE et al., 1995;
KITAMURA; KAMEDA; NAKAMURA et al., 1995). A marcagdao de p53 em nucleos de
células da camada basal e suprabasal foi associada ao cancer de vias respiratdrias e pode ter
valor aditivo para predizer o comportamento bioldgico de lesdes endobronquicas pré-
neoplédsicas na populagdo com risco de neoplasias nesta regido (BREUER; SNIJDERS;
SUTEDIJA et al., 2003). No CEP, sabe-se que mutagdes na p5S3 sdo muito comuns e conhecidas
por facilitar comportamento bioldgico agressivo (SAINI; HAKEEM; MUKHERIJEE et al.,
2019; TENG; CHEN; YANG et al., 2019). Devido a relagdo dessa proteina com diversas
neoplasias, cada vez mais estudos procuram uma forma de padronizar e categorizar a p53

através de escores que possam ser associados a um maior risco e pior progndstico (GISSI;

GABUSI; SERVIDIO et al., 2015; NESKEY; OSMAN; OW et al., 2015).

3 MATERIAIS E METODOS

O estudo ¢ do tipo experimental descritivo.

3.1 ASPECTOS ETICOS LEGAIS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais

da Universidade do Vale do Itajai (Univali-CEUA) com parecer 063/17 (Anexo A).

3.2 LOCAL DA REALIZACAO DO ESTUDO
A parte experimental dos animais foi realizada no Biotério da Odontologia da
Universidade do Vale do Itajai e os procedimentos laboratoriais com as amostras no Laboratdrio

de Patologia Bucal da Universidade Federal de Santa Catarina.
3.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

3.3.1 Procedimentos com animais

O tipo de estudo realizado na pesquisa foi o de sistema de exposicao de corpo inteiro

(DE OLIVEIRA SEMENZATI; DE SOUZA SALGADO; ROCHA; MICHELIN et al., 2012;
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FLAUSINO; HOFFMEISTER, 2017; KHABOUR; ALZOUBI; BANI-AHMADet al., 2012;
SHRAIDEH; NAJJAR, 2011b).

No estudo, camundongos Swiss (n=60), género feminino, com 2 meses de idade e cerca
de 25g foram alojados em gaiolas convencionais e mantidos num ciclo de luz-escuro de 12
horas e com um periodo de troca didrio de comida e agua, sendo a troca de dgua, comida e
maravalha padronizada para todos os grupos. Os animais foram retirados do Biotério Central
uma semana antes da realizagao do experimento para a ambienta¢ao no Biotério do Laboratorio
experimental. Na sequéncia, foi realizada a divisdo dos animais aleatoriamente em seis grupos
de dez animais cada: controle, 7, 15, 30, 60 e 90 dias de exposi¢do, (escolhidos por abranger
tempos iniciais com respostas inflamatorias rapidas e tempos mais longos permitindo a acdo do
carcindgeno por um maior tempo e a duragdo da sessdo foi de 30 minutos/dia (SHIHADEH;
AZAR; ANTONIOS et al., 2004). O numero de animais para cada grupo foi decidido baseando-
se em Garcia-Martins ef al. (2012), que utilizou grupos com 10 animais para experimentos com
fumaca de cigarros e avaliagdo histopatologica (GARCIA MARTINS; MARQUES MADEIRA

et al., 2012). Foi realizado célculo amostral com n =60 com efect size de 0,4.

Os animais do grupo experimental foram submetidos ao estudo com exposicao de corpo-
todo (KHABOUR; ALZOUBI; BANI-AHMAD et al., 2012; MINAKER; SHUH;
BURKHALTER et al., 2015; MIRSADRAEE; KHAKZAD; AHMADZADEH et al., 2010b;
SHRAIDEH; NAJJAR, 2011b) através de confinamento em uma caixa de vidro translucido
vedada medindo 175x170x270mm e ligada ao aparelho de narguilé comum por um dispositivo
que realiza a succdo da fumaca e sopra a mesma dentro dessa caixa (FLAUSINO;
HOFFMEISTER; PILATI et al., 2020). Os animais foram expostos a fumaga do narguilé
convencional da marca Mizo (Al Nakhla Tobacco Company — Free Zone S.A.E®, Shibin El
Kom, Egito) com porcentagem 0,5% de tabaco ndo lavado e ao carvao de poélvora da marca
Bamboo Brasil Carvao de Narguilé (Egitape Importacao e Exportagdo LTDA®, Sao José, Santa
Catarina) com dimensdo de 2cm x 2cm. A dose de fumaga aplicada aos animais dos grupos
testes expostos foi de 35 mL a cada dois segundos enquanto os outros 58 segundos foram de ar
puro (NEMMAR; AL HEMEIRI; AL HAMMADI et al., 2015), sendo distribuido no total
210mL para cada camundongo. A taxa de fluxo da bomba foi ajustada manualmente para
manter o volume de 530mL (sopro especificado pelo método Beirute), este regime foi escolhido

porque ele se aproxima, em média, do sopro humano durante o uso do aparelho de narguilé
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(KHABOUR; ALZOUBI; BANI-AHMAD et al., 2012; SHIHADEH; AZAR; ANTONIOS et
al., 2004).

O tempo de exposicdo dos animais a fumaca foi selecionado a partir de estudos
publicados que avaliaram os efeitos cardiorrespiratorios da fumaca do narguilé em seres
humanos (BENTUR; HELLOU; GOLDBART et al., 2014; HAKIM; HELLOU; GOLDBART
etal.,2011). As exposicdes foram feitas a cada 5 camundongos por grupo, devido ao tamanho
da caixa e fluxo da bomba. A metodologia aplicada nesse estudo estd em conformidade com a
publicagdo de (FLAUSINO; HOFFMEISTER; PILATI ef al., 2020). A exposi¢ao de lingua
ocorreu devido a deposi¢do dos componentes da fumaga em pelo do animal e posterior auto-
limpeza com a lingua. Os animais do grupo controle foram expostos somente ao ar, com as
mesmas condi¢des dos grupos experimentais mantidos em biotério controlado e eutanasiados
somente ao final do experimento com o grupo de 90 dias (Figura 2). A obten¢do das amostras
ocorreu através de cirurgia para retirada dos orgdos (lingua e traqueia) apos a eutandsia. A
eutanasia dos animais foi feita através de sobredose anestésica composta por S0uL de Xilazina
(0,23g/mL) e 210pL de Quetamina (0,1g/mL) para 10 gramas de peso do animal com garantia

de eutandsia apds remogao de traqueia ocorrendo parada respiratdria.

*Exposico a ar
sEutandsia 90
dias

15 dias de 30 dias de
exposigio de exposicdo ao exposigio ao narguilé
narguilé narguilé narguilé

exposicio ao

Figura 2. Esquema de exposic¢ao dividido por grupos. (Fonte propria)

3.3.2 Procedimentos com as amostras

Os tecidos a serem estudados foram fixados em formaldeido tamponado a 10% e
devidamente processados e incluidos em parafina. A confeccao das laminas para estudo ocorreu
no Nucleo Integrado de Pesquisa em Odontologia (NIPO) na Universidade Federal de Santa

Catarina (UFSC). Os cortes foram corados com HE para posterior andlise microscopica para
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avaliagdo da qualidade do material e sele¢do das areas bem como avaliacdo descritiva e
morfolédgica dos cortes.

As amostras foram submetidas a reacdo de imunoistoquimica utilizando o método do
polimero conjugado HRP (Horseadish Peroxidase) para avaliacdo das proteinas associadas as
células-tronco SOX-2, Nanog e OCT-4 e verificacao de Ki-67 e p53, utilizando-se anticorpos
primarios especificos para esses antigenos. Foram incluidos controles positivos para todos os
anticorpos (Quadro 1). O controle negativo de todas as reagdes foi realizado pela omissdo do
anticorpo primario.

Das amostras previamente fixadas em formol e emblocadas em parafina, foram obtidos
cortes teciduais de 3 um de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro tratadas
com solucdo de 3-aminopropyltriethoxylene (Zymed Laboratories, Inc. San Francisco, CA,
USA) e levados a estufa a 60°C por 60 minutos.

Em seguida, os cortes sofreram desparafinizacdo em xilol e foram reidratados em uma
sequéncia decrescente de etanol constituida por trés passagens de cinco minutos cada,
comecando pelo etanol absoluto (I, II e III), seguida pelo etanol 95% e etanol 85%. As laminas
foram posteriormente lavadas em agua destilada por dez minutos. A peroxidase enddgena foi
bloqueada com perdxido de hidrogénio a 6% em metanol, por 40 minutos. Segue-se com a
lavagem em tampao PBS por cinco minutos e depois a passagem em agua destilada por cinco
minutos.

Para a recuperagdo dos sitios antigénicos realizou-se o tratamento dos cortes teciduais
com tampao citrato 0,01M pH 6,0 em banho-maria a 96°C por 40 minutos. O bloqueio de
ligag¢des inespecificas ocorreu por meio da incubagdo com soro fetal bovino (Sigma-USA), a
temperatura ambiente, por 40 minutos, seguida de lavagem com 4gua destilada e duas
incubagdes de cinco minutos cada, com PBS.

A seguir os cortes foram incubados com anticorpos primdrios a 4°C, overnight.

Quadro 1 — Anticorpos utilizados, clone, dilui¢do, controle positivo e marca.

Anticorpo Clone Diluicao Controle positivo Marca

Anti-Nanog 512)231(3)2921 } 5) 1:100 Bago Origene, EUA
I 5 P e
Anti-SOX-2 ?¥£§1§)?§é0) 1:100 Tireoide Origene, EUA
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I Policlonal . Carcinoma Biocare Medical, EUA
Anti-Ki-67 (SP6) 1:300 epiderméide oral

. Policlonal . Carcinoma Sigma, EUA
Anti-p33 (SAB4504499) | 1300 epiderméide oral

Apobs o tempo de incubacdo do anticorpo primdrio, os cortes foram submetidos a
lavagens em PBS e entdo incubados com o anticorpo secundario Kit EnVision (DAKO North
América Inc., Carpinteria, EUA). A revelagdo da reacdo ocorreu com o cromogeno
diaminobenzidina (DAB+Substrate Chromogen System®, DAKO North América Inc.,
Carpinteria, EUA). Apds lavagem em dgua corrente por dez minutos, os cortes foram contra
corados com Hematoxilina de Harris, pelo tempo de dois minutos e meio e novamente lavados
em agua corrente para a remocao do excesso do corante. Apods desidratagdo e diafanizagdo, as

laminas foram montadas com Entellan (Merck- Sigma-Aldrich, German).

3.4 AVALIACAO DA IMUNOREATIVIDADE

As laminas tiveram sua identificagdo mascarada de forma que a captura das imagens e
a analise da imunorreatividade foi realizada por um examinador as cegas quanto ao grupo a que
cada lamina pertence apds treinamento prévio com expertise na area. Foram capturados campos
aleatdrios de cada 1dmina, em aumento de 400x por meio de microscopio Optico binocular (Carl
Zeiss Microimaging GmbH, Goettingen, Germany) com Platina Motorizada OptiScan™II XYZ
Stage Systems (Prior Scientific Inc., Cambridge, UK) acoplado a um sistema de aquisi¢do de
imagem digital (Camera digital Infinity 1-1 C,Lumenera Scientific, Ottawa, Canada), e a um
microcomputador (HP Compaq 6005, Sao Paulo, Brasil), onde foram armazenadas as imagens
e para andlise foi utilizado o Software Image] versdao 1.41o (National Institute of Health,
Bethesda, EUA) A localizagdo dos campos foi padronizada de maneira que se localizassem de
forma equidistante um do outro. Em lingua, foi realizada a marcag@o de 6 pontos equidistantes
(dois pontos em dorso, dois pontos em ventre € um ponto em cada bordo de lingua) e em
traqueia, 4 pontos foram marcados de forma equidistante em torno do limen traqueal para
posterior fotografia e avaliagao histopatologica e imunoistoquimica. A imunopositividade dos
anticorpos em cada amostra foi determinada pela presenca do cromogeno nos nucleos das
células e analisada apenas como porcentagem nuclear positiva de todas as células contadas
(BIANCO; SCOTTI; VIEIRA et al., 2015; EMBALO; PARIZE; RIVERO, 2018; GE; LIN;
XIAO et al., 2010; HABU; IMANISHI; KAMEYAMA et al., 2015; SCOTTIL; MITT; VIEIRA

et al., 2018). A avaliagdo da imunorreatividade foi realizada por um examinador previamente
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calibrado e os valores foram registrados em uma planilha previamente elaborada no Microsoft

Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA).

Com isso foi determinada a propor¢do de células positivas/total de células para cada
amostra, expressa em porcentagem. Estes valores foram submetidos a uma andlise estatistica

para comparagao entre 0s grupos.

3.5 CALIBRACAO DOS EXAMINADORES

O examinador responsdvel pela andlise imunoistoquimica foi submetido a uma
calibra¢do, analisando duas laminas de cada grupo, totalizando 12 casos, trés vezes, com
intervalos de uma semana. Os resultados foram comparados para determinagdo do indice de

correlacdo intra-classe, e observado valor maior que 90% na calibragdo intraobservador.
3.6 ANALISE DOS DADOS

Foi realizado teste de normalidade de Shapiro-Willks para avaliar a distribuicdo dos
dados que, por ndo apresentarem uma distribuicdo gaugassiana, levou a utilizacdo de Testes
ndo-paramétricos: a comparac¢ao da propor¢ao de células positivas foi realizada entre todos os
grupos de tempos diferentes por meio dos testes de Kruskal-Wallis e teste pos-hoc de
BonFerroni. Também foi realizado teste de Correlacdo de Spearman entre proteinas expressas
e entre tecidos diferentes. A apresentagdo dos dados foi realizada utilizando medianas dos
grupos e distancia interquartil. Considerou-se significantes valores de p<0,05. Todos os dados
coletados foram organizados em planilha eletronica e posteriormente analisados no software

SPSS® versao 11 (SPSS Inc., Headquarters, EUA).

4 RESULTADOS
4.1 RESULTADOS EM LINGUA DE ACORDO COM TEMPO DE EXPOSICAO

Na andlise das laminas coradas em HE foi constatado que grupo controle apresentava
aspecto de normalidade na superficie dorsal da lingua, sendo esta revestida por uma mucosa
especializada formada por epitélio pavimentoso estratificado paraqueratinizado apresentando
papilas linguais, apoiado sobre uma lamina prépria de tecido conjuntivo denso bem
vascularizada que, frequentemente, apresentava discreto infiltrado inflamatorio crénico.

Abaixo da lamina propria se encontrava o tecido muscular estriado esquelético com feixes de
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fibras dispostos em varias dire¢des. A superficie ventral também se manteve sem alteragdes,
sendo revestida por um epitélio pavimentoso estratificado ndo-queratinizado de espessura
uniforme. Na avaliacdo histoldgica dos grupos de 7 e 15 dias de exposi¢do ndo se observou
diferenga entre estes € o grupo controle, enquanto no grupo de 30 dias de exposi¢ao, houve
alteracdo discreta das caracteristicas epiteliais, € nos grupos de 60 e 90 dias, houve alteragdes
exuberantes. Foram observadas diversas alteracdes citoldgicas e arquiteturais epiteliais como:
acantose, hipercromatismo nuclear em areas focais, discreta hiperqueratinizagdo, projegdes
epiteliais em forma de gota direcionadas ao tecido conjuntivo, alteracdo na polaridade nuclear
das células basais e aumento do niumero de mitoses, além de infiltrado inflamatorio cronico na
lamina propria, sugerindo alteragdes pontuais sugestivas de displasias epiteliais (Fig. 3).
Observou-se que a exposi¢do a fumaga de narguilé resultou em reducio de expressdo
dos marcadores associados a CTNs em geral no grupo de sete dias, aumento gradual no grupo
de 15 dias, com pico no grupo de 30 dias de exposicdo, redu¢do no grupo de sessenta dias e

novamente aumento no grupo de 90 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Diferenca em lingua entre os grupos de exposi¢ao de acordo com a porcentagem de
expressao nuclear positiva dos anticorpos

CONTROLE SETE QUINZE TRINTA SESSENTA NOVENTA

Mediana 7,233 0,78° 31,87%  61,67° 22,043be 41,392

Distancia Nanog

Interquarti 24,42 2,38 44,11 29,27 17,92 24,86

Mediana 13,29% 2,432 18,59%  42,19° 7,142 40,09°

Distancia OCT-4 20,17 7,71 18,50 51,08 10,22 22,71

Interquartil

Mediana 1,412 ,612 3,66%  27,03° 1,792 6,19%°
Lingua Distancia SOX-2 2,82 2,59 23,82 26,28 6,31 7,95

Interquartil

Mediana 0,158%° 0,10°  0,58%c  0,40%¢ 0,75b¢ 1,40°

Distancia Ki-67 0,35 0,39 1,28 0,41 0,87 2,51

Interquartil

Mediana 0,263 0,108  2,14b 3,120 2,84bc 3,10°

Distancia p53 0,47 0,38 2,46 2,10 3,08 2,32

Interquartil

Nota: as letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05).

Testes de Kruskal-Wallis e teste pos-hoc de Bom-Ferroni.
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4.1.1 Nanog

Foi observado diferenca na distribuicdo da expressdo de Nanog entre os diferentes
grupos de tempo exposicdo ao narguilé. Do grupo controle para o grupo de 7 dias (0,78%)
houve um decréscimo da expressdo dessa proteina. O grupo de sete dias apresentou diferenga
estatistica quando comparado com o grupo de quinze, trinta ¢ 90 dias (p=0,003, p=0,000,
p=0,000 respectivamente) havendo um aumento gradual na expressdo a partir dos 15 dias com
o pico de expressdo ocorrendo aos 30 dias (61,67%). Posteriormente, observou-se uma
diminui¢do da expressdo dessa proteina no grupo de 60 dias (22,04%) com posterior aumento

no grupo de 90 dias (41,39%) (Tabela 1; Grafico 1; Figura 3).
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CONTROLE SETE QuINZE TRINTA SESSENTA  NOVENTA
TEMPO DE EXPOSIGAQO

Grafico 1. Blox-plot de expressdo do marcador Nanog de acordo com tempo de exposicao.
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4.1.2 OCT+4

A expressdo imunoistoquimica de OCT-4 também demonstrou diferenca entre grupos.
Foi observado um decréscimo da expressdo da proteina OCT-4 no grupo de 7 dias (2,43%) e
aumento progressivo na expressdo nos grupos de 15 e 30 dias (18,59% e 42,19%
respectivamente). No grupo de 60 dias (7,14%) houve novamente decréscimo da expressdo da
proteina com posterior aumento no grupo de 90 dias (40,09%) ocorrendo semelhanga com a
expressao do Nanog nos diferentes grupos. Pode ser observada diferenca estatistica significante
entre grupos de 7 e 30 dias (p=0,00) e entre o grupo de 7 e 90 dias (p=0,002) ndo sendo
observado diferenca estatistica entre grupo de 7 e 60 dias. Também foram observada diferenca
estatistica entre os grupos de 30 e 60 dias de exposi¢do (p=0,006) e sessenta e noventa dias de

exposicao (p=0,002) (Tabela 1, Grafico 2, Figura 4).
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TEMPO DE EXPOSICAO

Grafico 2. Blox-plot de expressdo do marcador OCT-4 de acordo com tempo de exposicao.
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4.1.3 SOX-2

A proteina SOX-2 apresentou semelhanca entre o grupo controle (2,82%) e o grupo de
sete dias (2,59%) e com aumento na sua expressao no grupo de 15 dias (23,82%) atingindo a
sua expressdo maxima no grupo de 30 dias (26,28%) com posterior decréscimo nos grupos de
60 e 90 dias (6,31% e 7,95% respectivamente). A proteina SOX-2 demonstrou diferenca entre
os diferentes grupos de tempo de exposicao, com diferenga significante apenas entre o grupo
de 30 dias quando comparado com grupo controle e grupo de sete dias (p=0,016 e p=0,002

respectivamente). (Tabela 1, Grafico 3, Figura 5).
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TEMPO DE EXPOSIGAO

Grafico 3. Blox-plot de expressdo do marcador SOX-2 de acordo com tempo de exposicao.
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4.1.4 Ki-67

Em relacdo a expressdo de Ki-67 nos diferentes tempos de exposicao, foi observado
discreto aumento a partir do grupo de 15 dias (0,58%) com maior expressao nos grupos de 60
(0,75%) e 90 dias (1,40%). Observou-se diferenca estatistica na comparagao entre o grupo de
7 dias e o grupo de 60 dias (p=0,022) e de 90 dias (p=0,001). O grupo controle apresentou
diferenga estatistica apenas com o grupo de 90 dias (p=0,004) (Tabela 1, Grafico 4, Figura 6).
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Grafico 4. Blox-plot de expressdao do marcador Ki-67 de acordo com tempo de exposig¢ao.
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4.1.5 p53

Em relagdo a expressdo de p53 nos diferentes tempos de exposi¢do, foi observado
semelhanca entre o grupo controle (0,26%) e grupo de sete dias (0,10%) e houve discreto
aumento a partir do grupo de 15 dias (2,14%) com maior expressdo nos grupos de 30 e 90 dias
(3,12% e 3,10% respectivamente). Observou-se diferenca estatistica entre o grupo de 7 dias
com o grupo de 15 dias (p=0,020), com o grupo de 30 dias (p=0,001), com o grupo de 60 dias
(p=0,034) e o de 90 dias (p=0,004). O grupo controle apresentou diferenca estatistica apenas
com o grupo de 30 dias (p=0,003) e de 90 dias (p=0,016) (Tabela 1, Grafico 5, Figura 7)
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Grafico 5. Blox-plot de expressdo do marcador p53 de acordo com tempo de exposigao.
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4.2 RESULTADOS EM TRAQUEIA DE ACORDO COM TEMPO DE EXPOSICAO

No grupo controle foi constatada aparéncia histologica dentro dos padroes de
normalidade da traqueia. Os grupos de 7 e 15 dias de exposi¢cdo ndo apresentaram alteracao
histologica. No grupo de 30 dias observou-se areas focais com perda de cilios e hiperplasia de
células baixas do epitélio pseudoestratificado, ditas como células de reserva. Nos grupos 60 e
90 dias foram observadas diversas alteragdes do epitélio de revestimento, com extensas areas
de perda de cilios, compativel com inicio de metaplasia para epitélio pavimentoso estratificado,
espessura reduzida de tecido conjuntivo, além de discreta hiperqueratose em areas focais e
infiltrado inflamatorio cronico (Fig. 9)

Observou-se que a exposi¢do a fumaga de narguilé resultou em reducio de expressdo
dos marcadores associados a CTNs como Nanog e Sox-2 no grupo de sete dias, aumento gradual
no grupo de 15 dias, com pico no grupo de 30 dias de exposi¢do, reducdo no grupo de sessenta
dias e novamente aumento no grupo de 90 dias. Também se observou um aumento da expressao

de Ki-67 e p53 com nitido aumento no grupo de 30 dias (Tabela 2).
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Tabela 2. Diferenca em traqueia entre as medianas de cada grupo de exposicao de acordo com

a expressdo da porcentagem nuclear positiva dos anticorpos.

CONTROLE SETE QUINZE TRINTA SESSENTA NOVENTA

Mediana 41,762 4,64° 2540% 37,68° 11,1620 42,552

Distancia Nanog 23,93 13,83 10,23 37,23 24,25 33,12

Interquartil

Mediana 49,142 6,97° 26,68% 26,512 6,19° 30,7920

Distancia OCT4 28,31 6,25 21,19 17,59 12,90 19,81

Interquartil

Mediana 2,632 498 13,192 2,762 0,302 2,762
Traqueia Distancia Sox2 29,66 7,36 29,49 35,54 7,88 23,95

Interquartil

Mediana 0,002 0,397 2,672 5,56° 1,012 2,462

Distancia Ki-67 1,13 0,96 3,38 6,23 2,05 4,77

Interquartil

Mediana 0,782 1,18% 1,673 22920 2,31P 1,423

Distancia p53 1,31 1,33 3,68 1,68 4,72 3,47

Interquartil

Nota: as letras diferentes indicam diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05). Testes

de Kruskal-Wallis e teste pos-hoc de Bom-Ferroni.

4.2.1 Nanog

A expressdo da proteina seguiu padrdo semelhante ao da lingua, reduzindo no grupo

de 7 dias de exposicdo (7,64%), com aumento no grupo de 15 e 30 dias (25,40% e 37,68%

respectivamente). Ocorreu novamente um decréscimo da expressao novamente no grupo de 60

dias (11,16%) e novo aumento da expressdo no grupo de 90 dias (42,55%). Observou-se

diferenca estatistica entre as expressdes de Nanog nos diferentes grupos com significancia na

comparac¢do entre os grupos controle e grupo de sete dias de exposicao (p=0,005) e entre o

grupo de sete dias e os grupos de 30 e 90 dias de exposicao (p=0,009 e p=0,001

respectivamente). (Tabela 2, Grafico 6, Figura 9).
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Grafico 6. Blox-plot de expressdo do marcador Nanog de acordo com tempo de exposicao.
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4.2.20CT-4

Em traqueia, a expressdo de OCT-4 apresentou diminui¢ao no grupo de 7 dias (6,97%),
com aumento nos grupos de 15 e 30 dias (26,68% e 26,51%). Ocorreu novamente diminui¢ao
na expressao da proteina no grupo de 60 dias (6,19%) com novo aumento da expressao no grupo
de 90 dias (30,79%). A expressao de OCT-4 em traqueia demonstrou diferenca estatistica entre
os diferentes grupos, com significancia na comparagao entre o grupo controle e o grupo de 7

dias (p=0,000) e diferenca estatistica entre o grupo controle e grupo de 60 dias de exposi¢ao

(p=0,000) (Tabela 2, Grafico 7, Figura 10).
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Grafico 8. Blox-plot de expressdo do marcador OCT-4 de acordo com tempo de exposicao.
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4.2.3 SOX-2

A expressao da proteina SOX-2 permaneceu baixa no grupo controle (2,63%) com
aumento em 7 dias de exposicao (4,98%) e no grupo de 15 dias (13,19%). Ocorreu um declinio
na expressdo dessa proteina nos grupos de 30, 60 e 90 dias de exposi¢do (2,76%, 0,30% e 2,76%
respectivamente). Na comparagao entre grupos nao houve diferencga estatistica na expressao de
SOX-2 (p=0,42).

A expressao da SOX-2 diferiu das outras proteinas associadas as CTNs (Nanog e OCT-

4) ndo havendo diferenca entre os grupos (Tabela 2, Grafico 8, Figura 10).
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Grafico 8. Blox-plot de expressdo do marcador SOX-2 de acordo com tempo de exposicao.
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4.2.4Ki-67
Observou-se discreta expressao da proteina Ki-67 nos grupos expostos ao narguilé,

com discreto aumento ao longo do tempo e auge no grupo de 30 dias. No grupo de 7 dias
(0,39%) observou-se semelhan¢a com o grupo controle (0,39%), aumentando no grupo de 15
dias (2,67%) com a maior expressdo no grupo de 30 dias (5,56%). Posteriormente, houve
declinio na expressdo nos grupos de 60 e 90 dias (1,01% e 2,46% respectivamente). No teste
estatistico houve diferenca estatistica significante entre os grupos controle e 30 dias (p=0,000)
e grupo de 7 dias e 30 dias (p=0,002). Observou-se decréscimo da expressdo no grupo de 60

dias com diferenca estatistica entre os grupos de 30 e 60 dias (p=0,026).
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Gréfico 9. Blox-plot de expressao do marcador Ki-67 de acordo com tempo de exposigao.
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4.2.5 p53

A expressdao da proteina p53, semelhante a expressdo em lingua, comegou a ser
expressa de forma mais exuberante no grupo de 30 dias de exposi¢do. Na avaliagdo da proteina
p53, foi observado aumento gradual da expressdo em relagdo ao controle (0,78%) a partir do
grupo de 7 dias (1,18%) com auge da marcagdo nos grupos de 30 (2,29%) e 60 dias (2,31%) e
reducdo no grupo de 90 dias (1,425%), entretanto, o aumento foi estatisticamente significante

apenas entre grupo controle e grupo de 60 dias (p=0.029).
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Grafico 10. Blox-plot de expressd@o do marcador p53 de acordo com tempo de exposi¢ao.
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4.3 CORRELACAO ENTRE MARCADORES EM LINGUA

Realizou-se o Teste de correlacdo de Spearman entre as expressdes de Nanog, OCT-4 e
SOX-2 em lingua e observou-se que sdo estatisticamente significantes e com correlacdo
moderada. Observou-se correlacdo entre Nanog e OCT-4 (R= 0,565; p=0,000), entre Nanog e
SOX-2 (R=0,596; p=0,000) e entre OCT-4 e SOX-2 (R=0,512; p=0,000).

Também, foi observado correlagdo moderada e estatisticamente significante na expressao
da proteina p53 e as proteinas associadas as CTNs: Nanog (R= 0,500; p=0,000) e SOX-2
(R=0,459; p=0,000). Entre p53 e OCT-4 (R=0,373; p=0,003) observou-se correlacao
estatisticamente significante, porém baixa, assim como ocorreu entre a expressao da proteina

p53 e Ki-67 em lingua (R=0,392; p=0,02).

Nao foi observado correlagao entre ki67 e proteinas de CTNss.

4.4 CORRELACAO ENTRE MARCADORES EM TRAQUEIA

Foi realizado teste de correlagdo de Spearman para avaliar as expressoes de marcadores
associados as CTNs em traqueia. Observou-se correlagdo estatistica e moderada entre OCT-4 e
Nanog (R=0,513; p=0,000) e correlagdo baixa entre OCT-4 e SOX-2 (R=0,313; p=0,17) e ndo
foi observado correlagdo entre SOX-2 e Nanog (R=0,174, p=0,192).

Constatou-se correlacdo estatisticamente significante, porém baixa entre a expressdo de

p33 e Ki-67 (R=0,369, p=0,004).
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4.5. CORRELACAO ENTRE MARCADORES EM LINGUA E TRAQUEIA

A expressao das proteinas Nanog (p=0,546), OCT-4 (p=0,262), SOX-2 (p=0,856) e p53
(p=0,401) foi semelhante em lingua e traqueia, ndo havendo diferenca estatistica no teste de
Mann-Whitney. Esta diferenca foi observada apenas na expressao de Ki-67 entre lingua
(0,42%) e traqueia (1,48%) (p=0,000).

Realizou-se Teste de Correlagdo da expressdo de todos os grupos em lingua e traqueia e
foi constatado a correlagdo fraca da expressdo das proteinas Nanog (R=0,399; p=0,02), OCT-4
(R=0,297; p=0,024) e p53 (R=0,333; p=0,011), que se apresentaram de forma semelhante nos
tecidos. Porém nao houve correlagdo da expressao de Ki-67 (p=0,176) e SOX-2 (p=0,338) nos
diferentes tecidos. Ki-67 em traqueia se apresentou em grupo de tempo de exposi¢ao anterior

ao de lingua e com marcagdo mais exuberante.

5 DISCUSSAO

E consenso na literatura que o fumo do narguilé gera exposi¢do da cavidade oral e vias
respiratérias a produtos quimicos semelhantes aos produtos liberados pelo cigarro como:
nicotina, alcatrdo, metais pesados, arsénio, benzopireno, niquel, cobalto, berilio, cromo,
chumbo, que podem causar danos semelhantes ao cigarro convencional e estdo associados a
diversas doengas (EISSENBERG; SHIHADEH, 2009; MAMTANI; CHEEMA; SHEIKH et
al.,2017; SHIHADEH; SALEH, 2005; VIEGAS, 2008).

Nesse estudo foram avaliadas as caracteristicas de prolifera¢do celular e controle de
apoptose com marcadores como Ki-67 e p53, assim como os marcadores de CTNs Nanog,
SOX-2 e OCT-4. Os marcadores de CTN estdo associados a presenca de células pluripotentes
e estudos sugerem que a expressao aberrante das isoformas e pseudogenes de OCT-4, NANOG
e SOX-2 desempenhe um papel vital na carcinogénese e metastase tumoral, mas os mecanismos

precisos ainda sdo mal compreendidos (LIU; YU; LIU, 2013).

5.1 Lingua

Os resultados demonstraram um aumento gradual dos marcadores associados as CTNs
no epitélio lingual, atingindo o pico da expressdo de Nanog, OCT-4 e SOX-2 aos 30 dias de
exposicao. A expressdo dessas proteinas nessa fase inicial pode sugerir que a presenga desses

marcadores esteja associada a renovagdo tecidual e também protegdo a diferenciagdo celular,
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podendo ser um indicador de reagdo contra a agressao causada pela fumaca de narguilé a esses
tecidos (GRENDEL; SOKOLSKY; VASCAKOVA et al., 2012; LIU; YU; LIU, 2013). Liu et
al. (2013), relatam que esses marcadores ndo apenas mantém as propriedades de auto-renovacao
e pluripoténcia nas células pluripotentes, mas também evitam que estas se dividam de forma
inadequada (LIU; YU; LIU, 2013). Pode-se sugerir dessa forma que a presenca desses
marcadores no epitélio lingual possa estar associada a um dano tecidual inicial devido aos
componentes do narguilé.

Alguns estudos afirmam que o aumento da expressdo desses marcadores, como por
exemplo, o OCT-4 e SOX-2 esteja associado aos estagios iniciais de malignizagdo. Tal
afirmacao seria condizente com o aumento progressivo da expressdo da proteina até grupo de
30 dias deste trabalho, entretanto, como houve decréscimo nos grupos posteriores, pode-se
supor que as células sofreram adaptagdo frente a exposi¢do cronica aos agentes quimicos
(BAILLIE; TAN; ITINTEANG, 2017; FU; HSIEH; CHENG et al., 2016). Os marcadores de
CTNs também foram expressos no grupo controle, fato que pode ser explicado pois as células
epiteliais em dorso lingual, tém altas taxas de renovagao tecidual em mamiferos, especialmente
em roedores (LI; NIU; ZHU, 2018; TANAKA; KOMAI; TOKUYAMA et al., 2013).

Observou-se correlagdo entre a expressdo dos marcadores de CTNs em lingua, fato de
suma importancia nesse estudo, visto que ja esta bem documentado que a expressdo aumentada
dos trés marcadores em conjunto estd associado a génese tumoral, crescimento e diferenciacao
de células neoplésicas incluindo o CEO, indicando que a fumacga do narguilé tem capacidade
de aumentar a expressdo das CTNs e levar ao aumento da possibilidade de transformacgao
maligna (CHIOU; YU; HUANG et al., 2008; RODRIGUES; XAVIER; ANDRADE et al.,
2018; YU; FEATHERSTON; TAN et al., 2016; ZHAO; LIU; CHEN et al, 2018). E
interessante observar que Fu et al. (2015) analisou a correlacao destas trés proteinas em lesdes
de lingua de pacientes e observou fraca correlagdo entre SOX-2 e Nanog e entre SOX-2 e OCT-
4 diferindo dos nossos resultados que observaram correlagdo moderada entre os marcadores de
CTNs. Esse resultado pode ser explicado, pois nossa amostra era de linguas sem lesdo apenas
com exposicao a fumaca do narguilé enquanto a amostra de Fu et al. (2015) havia amostras de
tecido tumoral com pacientes com diferentes caracteristicas clinicas e tempo de lesdo gerando
resultados diferentes. Além disso, nossa correlagdo moderada demonstra que essas 3 proteinas

associadas as CTNs podem estar agindo em conjunto como reacdo a agressao do narguilé.
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A expressdao aumentada de SOX-2, OCT-4 e Nanog estd correlacionada com a
presenga das CTNs, bem como com um pior progndstico do CEO. Além disso, células
duplamente positivas para OCT-4 e SOX-2 foram encontradas nas lesdes potencialmente
malignizdveis da mucosa oral (BAILLIE; TAN; ITINTEANG, 2017; CURTARELLI;
GONCALVES; DOS SANTOS et al., 2018; ISLAM; QIAO; SMITH et al., 2015; TSAIL; HU;
LEE et al., 2014).

Também foi observado um aumento significativo da taxa de prolifera¢do celular a
partir do grupo de 60 dias, expresso pela proteina Ki-67, sendo a presenca desse marcador
associada a alteracdes displdsicas em cavidade oral e uma classificagdo displasica mais grave.
Apesar de ndo terem sido observadas displasias epiteliais, a expressdo da proteina Ki-67 pode
sugerir alteragdo na taxa de prolifera¢do celular em resposta ao dano causado pelo narguilé
(BIANCO; SCOTTI; VIEIRA et al., 2015; KUROKAWA; MATSUMOTO; MURATA et al.,
2003).

Em pacientes usudrios de narguilé, mesmo em um tecido histologicamente normal, foi
observado a expressdo de p53 (ZAID; AZAR-MAALOUF; BARAKAT et al., 2018), fato
confirmado em nosso estudo, principalmente a partir do grupo de 30 dias. Demonstrando que a
composi¢do da fumaca do narguilé altera a expressao dessa proteina que, mesmo que expressa
isoladamente, estd associada a carcinogénese e pior prognostico, além de maior recorréncia das
lesdes (YANG; DING; FU et al., 2019).

Observou-se correlacdo fraca entre a expressao de p53 e Ki-67 em lingua e a literatura
demonstra que a expressdo aumentada de ambas as proteinas esta relacionada tanto a graduacao
displasica mais grave quanto ao pior progndstico da lesdo, e diversos estudos apontam-nas
como potenciais marcadores de carcinogénese, especialmente quando apresentam expressao
associada (GISSI; GABUSI; SERVIDIO et al., 2015; HUMAYUN; PRASAD, 2011;
KANNAN; CHANDRAN; PILLAI et al., 1996; MONTEBUGNOLI; FELICETTI; GISSI et
al., 2008; SUWASINI; CHATTERJEE; PURKAIT et al., 2019; YADAV; MALIK; BALANI
et al., 2019). Tal resultado indica que o uso do narguilé pode causar alteracdes nas vias de
apoptose e proliferacao celular, que posteriormente poderdo estar associadas a alteragdes como
doengas orais potencialmente malignizaveis e CEO. Esses resultados diferem de Oliveira
Semenzati ef al (2012), que, ao estudarem esses marcadores em animais expostos a fumaca de
cigarro convencional, ndo observaram expressdo de p53 mesmo apos 60 dias de exposicao,

encontrando marcagdo apenas de Ki-67 (DE OLIVEIRA SEMENZATI; DE SOUZA
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SALGADO; ROCHA et al., 2012) indicando dessa forma que a fumaca de narguilé pode causar
alteragcdes na expressao de p53 antes que o cigarro convencional, sinalizando um dano mais
Severo.

Em nossos resultados houve a correlacdo entre a expressao de Nanog, OCT-4, SOX-2
e p53 em lingua. Sabe-se que a OCT-4 exerce papel na manutengdo da sobrevivéncia de CTNss,
em parte inibindo a apoptose através da via OCT-4/TCL1/AkT1. Essa via esta associada a via
p21, que tem relagdo com a p53, explicando, dessa forma, a correlagdo observada nos resultados
quando observa-se a p53 mutada (LIU; YU; LIU, 2013; MIRZA; GYSIN; MALEK et al., 2004;
SCHAEFER; STEINER; LENGERKE, 2020). Também, pdde ser observado a associa¢ao do
aumento da expressdo de Nanog e p53 e, conforme resultados de Lee et al. (2015), a expressao
aumentada de Nanog e a positividade de p53 mutante estdo significativamente associadas a
tumores em estagio clinicamente avangados, metéstase de linfonodo cervical positiva, tumores
de alto grau histologico e taxas de sobrevida global pobres em CEO. Dessa forma, a correlagao
moderada da expressdo de ambos os marcadores pode ser associada a lesdes mais avangadas
demonstrando o dano causado pelo uso do narguilé nesse tecido (LEE; KANG; LEE et al.,

2015).

5.2 Traqueia

As células basais em traqueia e vias aéreas sdo usualmente quiescentes e se
diferenciam em epitélio pseudoestratificado colunar ciliado. O uso do cigarro convencional
desencadeia uma resposta hiperproliferativa resultando em alteragdes epiteliais potencialmente
malignas progressivas que variam de metaplasia escamosa a displasia (KIM; VAN DE LAAR;
CABANERO et al., 2016). Nas amostras deste trabalho nio se observou alteracdes displasicas,
no entanto observou-se inicio de metaplasia com perda de cilios, hiperplasia epitelial e
hiperceratose focal, indicando que o uso do narguilé pode levar a alteracdes semelhantes as
causadas pelo cigarro como também observado por Van den Berg et a/ (2007) e Shaideh et al
(2011) (SHRAIDEH; NAJJAR, 2011a; VAN DEN BERG; VAN TINTEREN; VAN
ZANDWIIK et al., 2007). Todavia, deve ser ressaltado que alteragdes displasicas sdo raras em
pacientes fumantes convencionais que evoluem para CEP, sendo a metaplasia uma
caracteristica importante para o diagnostico precoce (VAN DEN BERG; VAN TINTEREN;
VAN ZANDWIIK et al., 2007).
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Em traqueia, pdde ser observada a expressao de Nanog e OCT-4 com pico de expressao
no grupo de 90 dias. Ja a expressdo de SOX-2 foi a Unica que permaneceu sem diferenga
estatistica e com menor expressao ao longo do tempo. Isso pode ser explicado devido a fungao
de cada um desses marcadores quando associados a células pluripotentes normais. OCT-4 e
Nanog estdo associadas ao controle de células extraembriondrias e também reprimem a
diferenciag¢do do ectoderma embrionério, mas tem pouco efeito em outras linhagens enquanto
a SOX-2 tem relagdo com fator de transcrigao de células-tronco embrionarias (LIU; YU; LIU,
2013; YUAN; KADARA; BEHRENS et al., 2010). Enquanto a SOX-2 teve baixa expressao
em traqueia, semelhante aos resultados de Kim et a/ (2016) que ressaltaram a possivel
diminui¢do do promotor SOX-2 durante a progressdo de alteragdes no epitélio de traqueia
(KIM; VAN DE LAAR; CABANERO et al., 2016). Outro estudo também demonstrou que o
aumento da SOX-2 em traqueia e pulmdo demora um tempo maior, podendo levar até 34
semanas em camundongos (LU; FUTTNER; ROCK et al., 2010).

Os resultados de expressdo das proteinas associadas as CTNs em traqueia no grupo
controle eram esperados, pois estudos anteriores também demonstraram que as vias aéreas de
camundongos expressam tais marcadores de forma enddgena (LING; KUO; LI et al., 2006;
LIU; YU; LIU, 2013). Outros estudos também demonstraram que um dano pontual em traqueia
levaria ao aumento desses marcadores em 6 horas e com posterior decréscimo em 48h, diferindo
de nossos estudos onde a agressdao ocorreu de forma cronica e por longo periodo (SONG; JIA;
JIA et al., 2010; ZHOU; SONG; Ll et al., 2017).

Em traqueia, a expressdo de OCT-4 se correlacionou com a expressao de Nanog e
SOX-2 podendo indicar alteracdes incipientes no epitélio local, pois a sinalizacdo desses
marcadores de CTNs controla a transicdo epitelio-mesenquimal, regula a capacidade de
inicia¢do do tumor e estd associada a pior prognostico (CHIOU; WANG; CHOU et al., 2010;
ZHAO; LIU; CHEN et al., 2018).

A expressdo de p53 em traqueia teve aumento gradual e foi estatisticamente
significativa no grupo de 60 dias, concordando com a literatura, na medida que alteracdes
histologicas em epitélio respiratdrio associadas a presenga desse marcador podem ser um
marcador inicial para o carcinoma epidermdide principalmente em uma populagdo de risco
(BOERS; TEN VELDE; THUNNISSEN, 1996; BREUER; SNIJDERS; SUTEDJA et al.,
2003). A expressdo da proteina p53 indica alteracdo no ciclo celular e regulacdo de apoptose

nesse tecido exposto a fumaga de narguilé e houve aumento da expressdo conforme aumento
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do tempo de exposi¢do (com maximo no grupo de 60 dias) indicando piora no quadro. Além
disso, ja foi observado em outros estudos que hiperplasia epitelial em vias areas e estagios
iniciais de neoplasias j& apresentam alteracdo na expressdo dessa proteina (KITAMURA;
KAMEDA; NAKAMURA et al., 1995). Interessante ressaltar que a alteracdo causada pela
fumaca de narguilé neste trabalho foi precoce quando comparado a exposi¢do ao cigarro
encontrado por Magnani et al. (2015), que realizou a exposicdo de cobaias ao cigarro
convencional durante 260 dias € ndo observou a expressdo de p53 em epitélio de traqueia,
indicando uma altera¢do maior do tecido quando exposto a fumaga do narguilé em comparagao
com cigarro convencional (MAGNANI; CATANEO; DOMINGUES et al., 2015).

A expressdo do Ki-67 em traqueia foi detectada em maior intensidade que a expressao
em lingua, o que pode ser explicado pelo fato do epitélio de traqueia ser pseudoestratificado
ndo queratinizado e, portanto, mais sensivel a agressdes do meio externo em comparagdo com
o epitélio escamoso da lingua (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; LEE; LIU; LEE et al., 2001).
A traqueia demonstrou um aumento na expressao dessa proteina a partir do grupo de 30 dias
indicando um aumento da proliferacdo celular, sendo que essa resposta proliferativa esta
associada a hiperplasia epitelial como prote¢do a agressdo (LEE; LIU; LEE; KURIE et al.,
2001). Estudos associam a presenc¢a desse aumento de expressdo com o desenvolvimento de
carcinomas em vias aéreas e, possivelmente, a aquisi¢ao de um fen6tipo invasivo (CAVARGA;
KOCAN; BOOR et al., 2009; ISHIKURO; DOSAKA-AKITA; KATO et al., 1997). Os
resultados desta pesquisa sdo compativeis com resultados observados em fumantes de cigarro
convencional que também causa aumento da expressdo dessa proteina em vias aéreas (LEE;
LIU; LEE et al., 2001; WAYNE; ROBINSON, 2006). A correlagao de ambos os marcadores,
como observado em nosso estudo, esta associado a pior progndstico e lesdes com classificacao
de maior gravidade em vias aéreas (NGUYEN; MIREJOVSKY; MIREJOVSKY et al., 2000;
SOUSA; ESPIRITO SANTO; SILVA et al., 2011; ZHU; HU; FANG et al., 2019).

5.3 Correlagao de expressdo das proteinas entre Lingua e Traqueia
A expressao entre as proteinas associadas as CTNs e p53 foram semelhantes em lingua

e traqueia e esta correlacdo pode ser explicada pelo papel da p53 associada as CTNs. Em células

tronco embriondria, o dano ao DNA ¢ respondido pela ativagdo da p53 levando a uma alta
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expressao da proteina p53. Em particular, duas sequéncias dentro da regido do promotor Nanog
sdo reguladas por p53. Lin e Lin (2017) mostraram que a ativagdo de pS3 normal inibe o fator
de transcricao Nanog, promovendo assim a diferenciag@o de células-tronco em resposta ao dano
ao DNA inibindo a génese tumoral (LIN; LIN, 2017). Dessa forma, como observado em nossos
resultados tanto em lingua quanto em traqueia, ocorreu uma expressao aumentada da proteina
p53 mutada, esta apesar de estar presente e com sua expressdo aumentada ndo consegue inibir
a via do fator de transcricdo de Nanog nem ativar apoptose, podendo dessa forma explicar a

ativagdo de fatores como Nanog e outros associados como OCT-4 e SOX-2.

Em diversas regides, tanto em lingua quanto em traqueia, pdde ser observado uma
intensa marcagdo de fundo incluindo acimulo em papilas quando utilizou-se anticorpos para as
CTNs, como Nanog, OCT-4 de SOX-2 e também marcador Ki-67. No entanto isso foi
observado em diversos estudos prévios que demonstraram que esses marcadores podem estar
presentes em tecidos em renovagdo de roedores (GALIGER; KOSTIN; GOLEC et al., 2014;
HISHA; TANAKA; UENO, 2016; JIANG; DU; CHEN, 2018; QIAO; HE; CAl et al., 2014;
TANAKA; KOMAI;, TOKUYAMA et al., 2013).

6 CONCLUSAO

Neste estudo observou-se alteragdes tanto histoldgicas quanto imunoistoquimicas no

tecido de lingua e traqueia dos camundongos expostos a fumacga de narguilé.

Em lingua, observou-se discretas alteragdes citologicas e arquiteturais sugestivas de
alteracdes displésicas enquanto em traqueia pode ser observado perda de epitélio, hiperplasia
epitelial e discreta hiperceratinizagdo que indicam inicio de metaplasia. Esta alteracdo
aumentou progressivamente conforme o aumento do tempo de exposi¢do a fumaca do
narguilé.

A expressao imunoistoquimica dos marcadores de CTNs, p53 e Ki-67 variou conforme
o tempo de exposi¢cdo. Em lingua observou-se aumento da expressao dessas proteinas com apice
da expressao das proteinas de CTNs, p53 no grupo de 30 dias e de Ki-67 no grupo de 90 dias.

Em traqueia, Nanog apresentou sua maior expressdo em 90 dias enquanto SOX-2
manteve-se com expressdo sem diferenca estatistica entre os grupos atingindo a maior

expressdao em 15 dias. A expressdo da proteina Ki-67 demonstrou maior marcag@o no grupo de
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30 dias e a proteina p53 atingiu seu auge no grupo de 60 dias, indicando uma possivel alteracao
nestas proteinas essenciais para manutencao do ciclo celular, prolifera¢do celular e controle da
apoptose.

Observou-se correlagdo moderada entre as proteinas p53 e Ki-67, sendo que de acordo
com a literatura ambas estdo associadas a um pior progndstico e uma alteracdo histoldégica mais
intensa. Também, constatou-se a correlagdo positiva entre as proteinas associadas as CTNs e
p53 indicando uma relagdo entre a manifestacdo destas e alteracdo no ciclo celular.

Em vista das importantes alteragdes histologicas observadas em lingua e traqueia e a
expressao de proteinas nos tecidos analisados conclui-se que a fumaga de narguilé tem potencial
carcinogénico e deve ser cada vez mais estudada in vitro e in vivo. Também se sugere a inser¢ao
dessa informacdo como ensino nas Universidades para o preparo de futuros profissionais de
saude e a orientacdo de pacientes. Observa-se também a necessidade urgente de politicas
publicas e conscientizagdo desse habito como sendo de alto risco, para dessa forma termos

prevencao do cancer de boca e em vias aéreas.
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ANEXO A — Parecer da Comisséo de ética de animais

UNIVALI

PARECER COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNIVALI

| Protocolo: 063/17 Data: 011212017 ]
| Titulo: Alteragdes em boca, traqueia e pulmao de camundongos expostos a fumaga do narguilé
Coordenador do Projeto: Sarah Freygang Mendes Pilati

Executores: Mayara de Arruda Tomaz, Morgana de Souza, Fernando Galli, Laura Sagaz

' Colaboradores: David R. Tames, Maria de Lourdes Correa, Claudia Fermanda da Silva, Filipe Modolo
 Siqueira,

_ - . d

| Objetivos Geral: Determinar os efeitos e as alteragbes celulares na cavidade oral, traqueia e pulméo de
| roedores, decorrentes do emprego da fumaga produzida pelo narguilé.

Objetivos Especificos: Avaliar as caracteristicas clinicas e histologicas de roedores submetidos 4 fumaga do
| narguilé durante um periodo de 7,15,30,60 e 90 dias, identificando, apds o periodo de exposiclo, alleraghes
| presenles na cavidade oral, Iraqueia e pulmao, bem como, reuni histopatologicos para estabelecer uma

comparagio entre os tecidos sadios e expostos & fumaca.

Tunhﬁmmuhuaﬁedemdnmblnmmsw.mﬂke

carcinogénese alravés de imunchistoquimica.
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I. RESUMO:
Il. ANALISE:

* Data de inicio e lérmino: 03/2018 - 06/2018, adequadas;

. WMWem:Pmmwmommmm
mmammmmmmmnmmmo
aluno serd ireinado pela orientadora e co-orientador);

« Justificativa do projeto: adequada;

» Detahamenio dos procedimentos experimentais: descritos, porém solicita-se maior detalhamento
sobre volume ¢ fluxo de “fumaga” a que os animais serdo expostos (vide item IIl. PARECER)

» Condigbes de manutengio: adequados;

= Nimero de animais solicitados e planejamento estatistico: adequados;

+ Espécie, linhagem e sexo: Swiss, fémeas, 25g.



UNIVALI
lil. PARECER: APROVADO
 Listar pendéncias ou critérios de aprovagio ou reprovagao.
“A duracdo da sessdo serd de 30 minutos/dia durante 7,15,30,60 e 90 dias dias. 0 volume de
fumaca de “tabaco” a que os animais dos grupos testes serdo expostos é de 35 ml por dois
segundos enquanto os outros 58 segundos serdo de ar puro (NEMMAR et al., 2015; HOFFMEISTER
et al, 2017). A taxa de fluxo da bomba sera ajustada manualmente para manter o volume de
530ml/2seg (sopro especificado pelo método Beirute), este regime foi escolhido por que ele se

aproxima, em média, da topografia do sopro humano durante o uso do aparelho de narguilé
(KHABOUR et al., 2012).”

IV. REANALISE:
V. PARECER FINAL: APROVADO
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