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Resumo

Atualmente ocorrem cerca de 262.000 obitos por canceres da cavidade oral e da faringe em todo
mundo, dos quais 83% sdo em paises em desenvolvimento. Os carcinomas espinocelulares sdo as
neoplasias orais mais freqiientes, constituindo cerca de 90% dos casos. As principais causas das
neoplasias sdo atribuiveis a influéncias ambientais, a agentes bioldgicos irritagdes mecanicas
cronicas e habitos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo imunomoduladora do
medicamento P-MAPA em modelo experimental de carcinogénse induzida em hamster sirius
dourados com hidrocarboneto 7-12-Dimetil Benzatraceno (DMBA) e analise histopatologica
tumoral. Foram utilizados 48 hamsters sirius dourados (Mesocriatus auratus) sendo 24 machos e 24
fémeas com 60 dias e um peso corporal médio entre 90 e 100 gramas. Os animais foram
distribuidos em seis grupos, sendo trés grupos tratados e trés grupos controles, apresentando 8
animais em cada grupo, correspondendo a trés periodos experimentais no intervalo de 7, 16 e 22
semanas. No final de cada tempo estabelecido por grupo, os animais foram eutanasiados
empregando-se overdose de anestésico associado a relaxante muscular cloridrato de quetamina a
10% e cloridrato de xilazina 0,01 mL/100 g de peso corporal, via intraperitoneal . As bolsas
intrabucais e 6rgaos alvo, figado, timo, bacgo, rim, pulmao, fémur e placa de payer foram retirados
para avaliagdo macroscopica e confec¢do de laminas utilizando-se a coloracdo de rotina pela
hematoxilina-eosina para verificacdo de alteragdes e comparacao entre os grupos controles e
tratados em seus diferentes tempos. Morfologicamente notou-se alteragdes nos grupos controles
entre apos o periodo de 16 semanas. O imunomodulador P-MAPA desempenha efeito protetor no
desenvolvimento dos tumores bucais DMBA induzidos, pois os grupos tratados demonstraram

frente ao processo de carcinogénese.

Palavras-chave: carcinoma espinocelular, hamster sirius dourados, DMBA, P-MAPA,

imunoterapia.
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Abstract

Currently there are approximately 262,000 deaths from cancers of the oral cavity and pharynx
worldwide, of which 83% are in developing countries.The Squamous cell carcinomas are the most
frequent oral cancer, constituting about 90% of cases. The leading causes of cancer are attributable
to environmental influences, biological agents and chronic mechanical irritation habits. The aim of
this study will evaluate the immunomodulating effects of the drug P-MAP in experimental
carcinogenesis induced in golden hamster sirius 7-12 hydrocarbon-Dimethyl Benzatraceno
(DMBA) through routine staining with hematoxylin-eosin and tumor histopathology. A total of 48
golden hamsters sirius (Mesocriatus auratus) were used 24 males and 24 females with 60 days and
an average body weight between 90 and 100 grams. The animals were divided into six groups: three
treated groups and three control groups, with eight animals in each group, corresponding to three
experimental periods in the range of 7, 16 and 22 weeks. After each time set by group, animals were
euthanized using overdose of anesthetic is associated with muscle relaxant ketamine 10% and
xylazine 0.01 mL/100 g body weight intraperitoneally. Grants intraoral and target organs were
removed for macroscopic evaluation and later preparation of slides using routine staining with
hematoxylin-eosin for examination and comparison of changes between the control and treated at
different times. Morphological change was noted between the control groups after 16 weeks. The P-
MAP performs immunomodulatory protective effect on the development of DMBA-induced oral

tumors, because the treatment groups demonstrated against the carcinogenesis process.

Keywords: squamous cell carcinoma, sirius golden hamster, DMBA, P-MAP and

immunotherapy
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1. Introducio

r

O cancer ¢ caracterizado pela formacdo de uma massa de tecido anormal, cujo
crescimento excede e ¢ desorganizado em relagdo ao tecido normal. Este crescimento persiste
mesmo apods a interrupcao do estimulo que o evocou (ROBBINS et al., 2000).0 cancer tem causas
variadas, externas ou internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas
relacionam-se a0 meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente cultural e
social. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas e estdo ligadas
a capacidade do organismo se defender das agressdes externas. Esses fatores causais podem
interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de transformagdes malignas nas células
normais (INCA, 2007).

A incidéncia e as altas taxas de mortalidade fazem do cancer um importante problema de
saude publica e esforcos devem ser mobilizados para sua prevengdo e cura. A prevencao primaria
do cancer, com énfase nos fatores associados ao estilo de vida e no combate a agentes ambientais e
ocupacionais cancerigenos, pode trazer bons resultados na redu¢ao da incidéncia desta doenga
(BRASIL, 2006).

A quimioprote¢do contra o cancer pode resultar da acdo de uma substancia que pode
bloquear o inicio do processo neoplasico, deter ou reverter a progressao das células iniciadas para
fenotipos malignos. Logo pode ocorrer por diferentes mecanismos que incluem reducdo da
intoxica¢do por metabodlitos carcinogénicos e/ou aumento da desintoxicacdo (CHEN & KONG,
2004).

A forma pela qual o homem tem interpretado os fendmenos da natureza, dentre estes os
biologicos, vem mudando continuamente. Os conceitos sobre saide e doenga diretamente
influenciados pelos conhecimentos cientificos, contribuem significativamente para a compreensao
do organismo humano e conseqiiente evolucao da espécie.

Baseado nisto a procura por modalidades terapéuticas que tenham como objetivo a prevencgdo,
representam o principal alvo de investigagcdo da carcinogénese estando diretamente relacionada ao
acimulo de alteragdes genéticas, particularmente os genes que regulam o crescimento,

diferenciagdo, morte celular e reparo do DNA.

Karina Morais ~sfaria Pagina 9




Dentre as neoplasias que afetam o corpo humano, as relacionadas a cavidade bucal compreendem
significativa incidéncia, acometendo principalmente homens a partir da quinta década de vida

(PARISE JR., 2000).

A indugdo de tumor em cavidade bucal de roedores por substincias carcinogénicas tem sido
freqiientemente relatada na literatura (AL-Damouk, 1997;Mesquita ET AL 2003).Descrito pela
primeira vez na literatura por Salley 1954, a aplicabilidade desses modelos tem contribuido para o
conhecimento das bases moleculares e bioquimicas do desenvolvimento tumoral, pois produzem um
espectro de alteragcdes génicas e fenotipicas similares aos dos seres humanos. Entre estes incluem o
padrdo de alteracdo metastatica, alteracdes mutagénicas, mudanca no padrao de maturacao epitelial,
desregulagdo da proliferacao epitelial. (SALLEY, 1954; CASTRO e SILVA Jr . ET AL 2004)Nos
ultimos anos as pesquisas se direcionam para terapias que atuem na inibicdo do desenvolvimento
tumoral atuando como alternativas para o aumento da sobrevida de pacientes portadores de
neoplasias malignas e atuar no combate imunologico.

A imunoterapia vem se consolidando como forma de tratamento e ha muito tempo se reconhece a
relacdo entre competéncia imunologica e evolucao favoravel da doenga maligna. Especificamente, a
reducdo da atividade das células supressoras, que tem sido demonstrada em pacientes com cancer
de ovario, neuroblastoma, carcinoma hepatocelular e outras neoplasias.

Essa observacao estd mais relacionada a presenca de doenga avancada do que ao tipo histolégico do
tumor e também oferece as bases para a imunoterapia de pacientes com cancer, sob a hipdtese de
que a restauracao da fun¢do imunologica pode levar a um melhor progndstico do caso. Logo com a
crescente busca do meio cientifico por novos farmacos foi desenvolvido o imunomodulador P-
MAPA, com propriedades biologicas no aumento da resisténcia do sistema imune frente as
neoplasias(FARMABRASILIS 2006).

Partindo-se do principio que o imunomodulador P-MAPA tem evidéncias de participacdo no
controle do desenvolvimento tumoral e que nao existem trabalhos na literatura avaliando seu papel
na inibicdo tumoral em neoplasias malignas de cabeca e pescogo, julgou-se valido e importante
avaliar a resposta macroscopica e microscopica tecidual frente a indugdo da carcinogénese e a

aplicacao do P-MAPA.
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2.Revisao de Literatura

O cancer causa cerca de 13% de todas as mortes no mundo sendo a etiologia das neoplasias
multifatoriais (INCA 2008). O entendimento dos mecanismos moleculares e imunologicos que
ocorrem no organismo, em seu estado fisiologico e relacionados ao desenvolvimento tumoral, sdo
de fundamental importancia para instituicdo de medidas terapéuticas. (COTRAN, KUMAR E
COLLINS, 2000; PARISE JR., 2000; ALBERT, 2002; DERKA et al. 2006).

Os fatores de risco reconhecidos em todo o mundo para o cancer oral sio o fumo e alcool.
(MARCHIONI, 2007, FISBERG, 2007, KOWALSKI, 2007). Além desses fatores, exposi¢do a
dietas pobres em frutas e vegetais, a agentes biologicos (virus como o papilomavirus humano-HPV;
fungos e bactérias), irritagdo mecanica cronica, exposicao a radiacdo € ma higiene oral podem
ocasionar alteragdes epiteliais que tornam a mucosa oral mais vulneravel aos agentes carcindgenos.
(KOWALSKI 1999, DIB 1999, IKEDA 1999, ADDE 1999, REGEZI 1999.)

O diagnostico de tumores em fases avangadas coopera para o insucesso do tratamento e cura na
maior parte dos casos. A procura por medicamentos que atuem de forma preventiva com menos
efeitos colaterais e que possam prever com maior exatidao o comportamento de cada neoplasia em
particular, representam o principal alvo de investigagdo da carcinogénese (SOUSA, 2004).A
avaliacao dos niveis de exposicao e intensidade deve ser criteriosamente avaliada para designar o
potencial carcinogénico e evolutivo dos tumores por meio de ensaios experimentais, bem como
testes e questionamentos a serem esclarecidos sobre medicamentos com propriedades de combate
ao cancer.

Na utilizacdo de modelos experimentais para inducdo de carcinogénese quimica bucal destaca se o
que se utiliza como 7-12-Dimetil Benzatraceno (DMBA); que comercialmente se apresenta sobre
forma de p6 de um hidrocarboneto aromatico policicilico, que quando diluido a 0,5% em 6leo
mineral puro e aplicado sob forma topica na mucosa bucal de modelo experimental hamster Sirius
Dourados ¢ capaz de produzir tumores malignos (BALASENTHIL 2000, FASSONI 1992 , LIMA
1997 MANJANATHA 2006, MANOHARAN 2006, MESQUITA 2003, MOHAN 2006, NAGINI
2000).
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A utilizacdo do hamster como animal de laboratério remonta a década de 1920; sendo os hamsters
de origem chinesa os primeiros a serem utilizados em trabalhos experimentais. Devido ao pouco
conhecimento sobre seus habitos, mas facilidade no manejo e por ser um animal muito doécil a

introdugdo desse roedor em pesquisas foi positiva. (LAKARS e HERRING, 1980; EVESON, 1981.

O modelo Hamster Sirius Dourados (Mesocriatus auratus) ¢ utilizado em grupos experimentais de
carcinogénese bucal, e deve se ao fato destes animais possuirem bolsas laterais no interior da boca
que servem de sitio para armazenamento de comida e filhotes quando estes se encontram
ameacados; sendo também um local oportuno para estudos, pois tratam se de estruturas desprovidas
de resposta imunologica propicias para o desenvolvimento de tumores induzidos, histologicamente
semelhantes aos tumores humanos (AL-DAMOUK 1993, BALANSENTHIL 1999, HOSSIR 1987,
MILLER 1989, NAGINI 2002, PIEROLI 2003, RAO 2002, SANTOS 2002 , SLAGA 1992,
THOMAS 2007).

A imunoterapia na atualidade possui papel estratégico no tratamento de tumores, apresentando se
como uma modalidade terapéutica que possui propriedades de auxiliar o controle da atividade do
sistema imune, na regulagdo da intensidade de resposta aos antigenos vem se estabelecendo como
uma forma segura de terapia para alguns tipos de cancer em virtude dos efeitos terapéuticos
significativos € menor toxicidade e efeitos colaterais ja que o tratamento do cancer de boca ¢
particularmente mutilante, muitas vezes inabilitando o paciente para a reintegracdo familiar, social
e profissional, temporaria ou definitivamente. (BOONE 1997, KATIYAR 1997, MUKHTAR 1997,
LORO 2003).

Nesta linha de pesquisas cientificas ¢ de necessidades de novos farmacos foi desenvolvido o
imunomodulador P-MAPA, que demonstrou possuir valiosas propriedades biologicas quando
utilizado em sistemas celulares, modelos animais ¢ em estudos preliminares com seres humanos
acometidos por neoplasias (FARMABRASILIS 2006).

Trata-se de um farmaco capaz de estimular a proliferagdao de linfocitos T, citoquinas e restaura a
atividade natural killer celular ampliando o complexo processo da resposta imunoldgica frente a
desafios bacterianos, virais e processos neoplasicos. Também incrementa a mielopoese, e estimula
a diferenciacdo de células dendriticas a partir de monécitos do sangue periférico.

Esta capacidade do produto para reverter ou minimizar in vivo o quadro de deficiéncia
imunologica, associada a infeccdo mostrou-se capaz em experimentos controlados com protecao
para os hospedeiros frente a inoculagdo experimental de doses letais de agentes infecciosos,

resultando em altas taxas de sobrevivéncia e cura.
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Em vista dessas propriedades citadas, o desenvolvimento do produto estd também orientado para
sua utilizagdo como terapia em doengas infecciosas causadas por microorganismos de ciclo de vida
intracelular estrita ou facultativa tais como virus, protozodrios e algumas espécies de bactérias. Os
resultados obtidos com o uso do imunomodulador P-MAPA em experimentos realizados em
modelos animais apropriados para o estudo destas infecgdes indicam sua grande potencialidade
para utilizagdo como terapia coadjuvante em doengas infecciosas causadas por microorganismos
intracelulares tais como HIV, malaria, leishmaniose, tuberculose e “punta toro virus”.

(FARMABRASILIS, 2006)
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3. Proposicao

Baseado em um modelo experimental para estudo da carcinogénese quimica bucal e sua
semelhanga com as neoplasias bucais humanas, e o numero de trabalhos que associam substancias
exercendo um papel imunomodulador do cancer bucal ¢ que foi desenvolvido este trabalho cujos

principios foram;

Avaliar macroscopicamente € microscopicamente as alteracdes decorrentes da aplicagao

topica de DMBA, ratificando o seu potencial carcinogénico

Analise macroscopica do efeito antitumoral do Imunomodulador P-MAPA em hamsters

DMBA induzidos.

Avaliagao microscopica do efeito antitumoral do Imunomodulador P-MAPA em hamsters

DMBA induzidos.
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4. Materiais e métodos

Todos os procedimentos laboratoriais do presente estudo foram realizados nas dependéncias do
biotério no laboratério de Patologia e Propedéutica Clinica da Faculdade de Odontologia de

Aragatuba - UNESP.

4.1 Amostra
A amostra foi composta por 48 Mesocriatus auratus, também denominados hamsters sirios
dourados, divididos igualmente em machos e fémeas, com peso corporal médio entre 100 gramas,

separados em gaiolas pelo género, respeitando-se o limite de quatro animais por gaiola.

Figura 01. Animais dispostos em gaiola.
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A alimentagao foi ragdo apropriada (Rac¢ao Labina — Purina) e agua ad libitum. A higienizagao das
gaiolas foi realizada em dias alternados, com trocas dos papéis, lavagem e secagem.

As gaiolas foram dispostas uma ao lado da outra, apresentando identificagdo de cada animal com
respectivo nimero ¢ matriz geradora de tal grupo.

Com a finalidade de evitar possiveis trocas entre os grupos, no inicio do experimento foram
realizadas marcagOes na orclha baseada no sistema australiano de marcacdo de suinos, utilizando

para a confec¢do dos furos um alicate perfurador de lengol de borracha.

Figura 02.Sistema para marcagdo e identificagio

dos animais.

No biotério, o ambiente onde os animais permaneceram foi iluminado, obedecendo a um ciclo 12
horas de luz, 12 horas de escuro, apresentando uma temperatura ambiente entre 25° e 30°, sem
exposi¢ao direta a radiacao solar.

Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais de oito animais cada, trés grupos
tratados e trés grupos controles com periodos experimentais de 7, 16 e 22 semanas. Os Grupos — |
IIT e V controles receberam DMBA trés vezes por semana sendo uma pincelada em cada bolsa e
soro com aplicacdo subcutinea todos os dias com objetivo de submeter os animais a0 mesmo nivel
de estresse.

Os grupos II, IV e VI tratados receberam DMBA trés vezes por semana sendo uma pincelada em

cada bolsa e aplica¢do subcutanea do imunomodulador P-MAPA todos os dias.
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Figura 03. Hamster Sirius Dourados
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4.2 Solucao de 7-12-Dimetil Benzatraceno (DMBA )

O carcinogeno foi preparado com a finalidade de obtermos uma solugdo a concentragdao de 0,5%
diluida em 6leo mineral puro. O DMBA (Sigma, Chemical Company, St. Luis USA) na forma pd
(100mg) foi diluido em 200 mL de 6leo mineral. A solucdo obtida foi homogeneizada em um
agitador para tubos de ensaio pelo periodo de 20 minutos, sendo posteriormente acondicionado em
recipiente plastico ambar, rotulada e conservada em temperatura ambiente e ao abrigo de luz no
Laboratério do Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da Faculdade de Odontologia -

UNESP- Aracatuba.

Figura 04. Carcinogeno DMBA
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4.2.1 Aplicacao do carcinégeno (DMBA)

Os animais eram contidos mecanicamente com um lengol de borracha, de modo que a cavidade
bucal fosse aberta e as bolsas intrabucais visualizadas com auxilio de um afastador de tecidos,
sempre tomando os devidos cuidados com a integridade do animal. A técnica de aplicagdo ¢
baseada no modelo descrito pela primeira vez por SALLEY em 1954 e consiste em 1 pincelada em
cada bolsa da solucdo de DMBA e 6leo mineral com concentragdao a 0,5%, realizada com um
pincel, pelo de camelo numero quatro (04) da marca Tigre, nas duas bolsas realizando a aplicacio
trés vezes por semana em todos os animais at¢ o tempo de eutandsia de cada grupo, segundo a

técnica empregada por Fassoni em 1992.

Figura 05. Aplicagdo do carcindgeno DMBA, através de pincelada na bolsa intrabucal.
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4.3 Imunomodulador P-MAPA

\

O farmaco foi adquirido junto a organizacdo ndo governamental Farmabrasilis. Ele vem sendo
estudado intensamente desde anos 80 por cientistas brasileiros, chilenos e norte-americanos.

O P-MAPA ¢ composto por agregados de polimeros, proteina, magnésio e amonio
(phospholinoleate-palmitoleate anidrido), isolados de Aspergillus oryzae. Essa classe de substancias
esta representada por moléculas e compostos que possuem a propriedade de auxiliar o controle da
atividade imune, através da producdo de citocinas. Essas atuam estimulando os linfécitos a
proliferarem, iniciando e ampliando o processo da resposta imunologica, que € o responsavel pela
sobrevivéncia do organismo frente a desafios bacterianos, virais e processos neoplasicos. Estudos
em modelos prévios de carcinogénese comprovam a capacidade do P-MAPA em produzir
modulagdo da resposta imune frente a tumores malignos, restaurando a imunocompeténcia celular,

0 que ocasiona regressio tumorale aumento da sobrevida. (FARMABRASILIS 2006)

Figura 06 e Figura 07. Imunomodulador P-MAPA e balanga para pesagem.
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4.3.1 Aplicacao do Imunomodulador P-MAPA

O imunomodulador P-MAPA foi aplicado diariamente apenas nos grupos tratados. Foi utilizado
10mg de P-MAPA para cada 1000g correspondentes ao peso do animal, através de calculo
mediante a pesagem dos animais que foi realizada duas vezes por semana em virtude possibilidade
de variagdo do peso. O Imunomodulador era pesado em uma balanga de precisio (ADAM
EQUIPAMENT, modelo ADA 210/L) acondicionado em vidros especificos para cada animal em
temperatura ambiente, diluido em 2mL de cloreto de sodio a 0,9% para aplicacdo subcutidnea na

regido dorsal com seringa de 10 mL e agulha 0.7X25mm, sendo uma agulha para cada animal .

Figura 08. Aplica¢ido do Imunomodulador P-Mapa diluido em soro fisiologico.
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4.4 Eutanasia dos animais

Como descrito anteriormente cada grupo amostral era composto por oito animais divididos
em trés tempos experimentais de 7, 16 e 22 semanas, respectivamente. Os animais foram
eutanasiados empregando-se overdose de anestésico associado a relaxante muscular cloridrato de
quetamina a 10% e cloridato de xilazina 0,01 mL/100 g de peso corporal via intraperiotoneal. Em
seguida, foi realizada tricotomia da regido ventral e necropsia para remog¢ao das bolsas, timo,
pulmdes, placa de Payer, figado, baco, rins ¢ fémur. Os o6rgdos retirados foram fixados em
formaldeildo tamponado a 10% por no minimo 24 h e seguiram pelo procedimento laboratorial de

rotina.

Figura 09. Hamster contido para realizagdo de tricotomia da regido ventral.
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4.5 Avaliacio macroscopica

Durante todo o experimento, os animais foram monitorados quanto as alteragdes comportamentais
sendo estas classificadas clinicamente e registradas em relatdrios, as modificagdes macroscopicas
foram documentadas fotograficamente, observadas e classificadas de acordo com sua morfologia, a

partir das classificagdes estabelecidas por FASSONI, 1992; LIMA, 1999; CAMARGO, 1999.

4.6 Avaliacao Microscopica

As laminas histologicas foram confeccionadas utilizando-se a coloracdo de rotina pela
hematoxilina-eosina, analise histopatologica foi com auxilio de microscopio Optico, sendo a
avaliagdo baseada no estudo de Bryne et al, 1991 seguindo os critérios de malignidade como grau
de queratinizagdo, polimorfismo nuclear, nimero de mitoses, padrdo de invasdo e analise de
infiltragao tumoral, central e periférica, necrose tecidual induzida pelo tumor, sendo as alteragdes
observadas, diagnosticadas, classificadas e quantificadas em valores numéricos (VN) de acordo
com os trabalhos de Fassoni,1992; Salles, 1993; Lima, 1999 para comparagdo entre os grupos. Os

critérios para os valores numéricos foram:

4.6.1. Mucosa Normal (VN=1)

Mucosa bucal do animal revestida por epitélio estratificado pavimentoso, apresentando areas de

varia¢ao dos padrdes de queratinizagao.

4.6.2. Hiperplasia (VN=2)
Hiperplasia foi considerada sempre que observava um aumento significativo do numero das

camadas epiteliais, ultrapassando o numero da camada normal.
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4.6.3. Displasia e hiperqueratose (VN=3)

Presenga de células atipicas com diminuicdo da coesdo celular, aumento do indice
nucleo/citoplasma, estratificacdo epitelial irregular, hipercromatismo, cristas epiteliais

irregulares, pleomorfismo e disqueratoses.

4.6.4. Carcinoma Invasivo (VN=4)

Desorganizagdo estrutural, alteragdes degenerativas, presenca de fluido inflamatorio e a ocorréncia

de neoplasia primaria metastatica.

4.7 Principios éticos

O protocolo utilizado neste estudo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentago
Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovado pela

CEEA em 23/04/2009 de acordo com o protocolo 2009-002983.
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5. RESULTADOS

As lesdes macroscopicamente DMBA induzidas nos grupos controles foram significativamente
mais agressivas quando comparadas aos grupos tratados, uma vez que os processos neoplasicos sao
frequentemente acompanhados por uma concomitante imunossupressao independentemente da
localizagdo e etiologia do tumor. Além disso, ao nivel microscopico, para os grupos controles,
observou se maior quantidade de células atipicas com constatagdo de carcinomas invasivos apenas
para o grupo controle e menor quantidade de células ativas do sistema imune quando comparados
aos grupos tratados comprovando a atividade imunomoduladora do fairmaco P-MAPA frente a
processos neoplasicos. Para melhor interpretacdo dos dados, abaixo tém se graficos com scores,
relacionando as principais alteracdes observadas estabelecidas por outros trabalhos agregando
valores numéricos (VN) para as alteracdes, j& mencionados acima para os grupos nos diferentes

tempos experimentais 7, 16 e 22 semanas.

1,2
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Grafico 1. Valores expressos para o periodo de 7 semanas de indugdo da carcinogénese .Valor numérico (VN)

correspondente a 1 para todos os grupos.
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Grafico 2. Valores expressos para o periodo de 16 semanas de indugdo da carcinogénese .Valor numérico (VN)

correspondente a 2 para o grupos IV , e valores numéricos correspondentes a 2 e 3 para os grupos III .
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Grafico 3. Valores expressos para o periodo de 22 semanas de indugio da carcinogénese .Valor numérico (VN)

correspondente a 2 e 3 para o grupo VI, e valores numéricos correspondentes a 3 e 4 para o grupo V.
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5.1 Aspectos Macroscopicos e Microscopicos

Figura 10. Aspecto microscépico da mucosa bucal dos animais no periodo de 7 semanas grupo I e II onde

observa se epitélio integro.(Coloragdo H.E)

Karnina Morais csfariz Pégina 28



Figura 11. Aspecto da mucosa bucal dos animais no periodo de 7 semanas onde observa se padrio de

normalidade.
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Figura 12 e Figura 13 . Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo IV que receberam o

imunomodulador P-MAPA no periodo de 16 semanas, destaca se leve hiperplasia epitelial.( Coloragdo H.E)
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Figura 14 e Figura 15 . Aspecto clinico dos animais do grupo IV e grupo VI que receberam o

imunomodulador P-MAPA no periodo de 16 semanas, ndo destaca se alteragdes macroscopicas.
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Figura 16. Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo III que ndo receberam o imunomodulador

P-MAPA no periodo de 16 semanas destaca disqueratose, hipercromatismo nuclear, pleomorfismo. (Coloragdo H.E)
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Figura 17 e Figura 18. Aspecto da mucosa bucal dos animais do grupo IIl € V que ndo receberam o

imunomodulador P-MAPA no periodo de 16 semanas e aspecto externo com lesdo ulcerada.
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Figura 19. Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo III que nio receberam o imunomodulador

P-MAPA no periodo de 16 semanas destaca se descontinuidade epitelial, perda de integridade e invasdo de ilhotas para

lamina propria e tecido conjuntivo. (Coloragdo H.E)

Figura 20. Aspecto clinico bucal dos animais do grupo V

que ndo receberam o imunomodulador P-MAPA no periodo de 16 semanas lesdo papilomatosa.
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Figura 21. Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo III que ndo receberam o imunomodulador

P-MAPA no periodo de 16 semanas observa se células atipicas, pleomorfismo e hipercromatismo nuclear (Coloragio

H.E)
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Figura 22. Aspecto microscépico da mucosa bucal dos animais do grupo VI que receberam o imunomodulador P-

MAPA no periodo de 22 semanas, presenga de displasia moderada. ( Colorac@o H.E)

N

Figura 23. Aspecto clinico bucal dos animais do grupo VI que receberam o imunomodulador P-MAPA no periodo

de 22 semanas, presenca de lesdes peribucais.
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Figura 24. Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo VI que receberam o imunomodulador P-

MAPA no periodo de 22 semanas, presenga de hipercromatismo nuclear. ( Coloragao H.E)
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Figura 25. Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo V que nio receberam o imunomodulador P-MAPA no

periodo de 22 semanas observa se carcinoma espinocelular papiliforme (Coloragdo H.E)
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Figura 26 e Figura 27. Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais do grupo V que ndo receberam

o imunomodulador P-MAPA no periodo de 22 semanas observa se intenso pleomorfismo, perda de adesdo

celular, invasdo de células tumorais no tecido conjuntivo, mitoses atipicas. (Colora¢do H.E)
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Figura 28 e Figura 29. Aspecto clinico bucal dos animais do grupo V que ndo receberam o imunomodulador P-

MAPA no periodo de 22 semanas observa se lesdes ulceradas, com sangramento.
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6. Discussao

A ocorréncia do cancer ndo se mostra dependente de um determinado fator de risco atuando
isoladamente, mas sim decorrente da associacdo de fatores, que podem atuar em maior ou menor
grau, interferindo com os estddios de hemostasia e provocando lesdes celulares irreversiveis no
DNA das células, desenvolvendo as neoplasias.

Recentemente pesquisadores obtiveram indicios da conexao entre inflamacao e cancer, através dos
estudos clinicos o que mudou diversos conceitos sobre o entendimento do metabolismo do céncer.
Como se sabe, o cancer comeca com uma sé€rie de mudangas genéticas induzidas virus, drogas,
radiagdes, que atacam um ou mais grupos de células, tornando-as com excessiva capacidade de
reproducdo e, assim, invadem tecidos vizinhos, onde tem inicio a malignidade.

Outro fato importante na imunologia dos tumores se refere ao fator de necrose tumoral, descoberto
no final da década de 90, em que esta citocina quando administrada diretamente no tumor induzia a
morte das células cancerosas. Entretanto, pesquisas recentes demonstraram que quando a presenga
do TNF se tornasse cronica no tumor, sua acao era ao contrario do que se previa. A explicagdo ¢ de
que o gene produtor do TNF se desligava e dessa forma nao se produzia mais TNF (afinal havia
alguma concentra¢ao no tumor) e por essa razao o tumor ndo se contraia ou retraia (KATIYAR
1997, MUKHTAR 1997).

Em virtude desse aspecto a imunoterapia surge como uma forma coadjuvante de tratamento
aumentando a sobrevida e potencializando a resisténcia do organismo. Observamos que os grupos
tratados com P-MAPA estavam sempre atrasados em relagdo a evolugao da carcinogénese. Porém
mais estudos e pesquisas devem ser realizados com objetivo de compreender e entender o sistema
imunologico e a patogénese do cancer ( KOWALSKI 1999, DIB 1999, IKEDA 1999, ADDE 1999,
REGEZI 1999.)

O imunomodulador P-MAPA, cujas propriedades benéficas para o sistema imune sdo conhecidas
demonstrou resultados positivos frente ao cancer bucal neste modelo experimental. Foram notorias
as diferengas entre os grupos tratados e controles, pois os grupos controles desde a décima sexta
semana ja apresentavam padrdes de malignidade, atipia e desordem epitelial, que ndo foi observado
nos grupos tratados. A utilizacdo de modelos experimentais como suporte a inlimeras pesquisas que
objetivem o estudo de substancias que possam frear o desenvolvimento do cancer humano ¢ um

caminho muito explorado, mas ndo completamente elucidado.
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E baseado em diversas analises na literatura identificamos trabalhos que se preocupavam nio
somente em substiancias que causariam cancer, ¢ sim efetuar um papel preventivo. Devido ao
desenvolvimento do P-MAPA e a auséncia de trabalhos cientificos que pudessem avaliar

clinicamente o efeito nas neoplasias bucais, ¢ que fundamentamos nosso trabalho.
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7.Conclusao

Pdde - se concluir que:

Morfologicamente € mais notoria a comparagdo entre os grupos apos o periodo de 16 semanas, em

virtude da relevancia das altera¢des oriundas da carcinogénese DMBA induzida.

O imunomodulador P-MAPA desempenha efeito protetor no desenvolvimento dos tumores bucais

DMBA induzidos.
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