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Resumo



A incidéncia do cancer de boca ¢ extremamente varidavel, sendo em muitas partes do
mundo um problema de saude publica. Os carcinomas espinocelulares sdo as neoplasias
orais mais freqlientes, constituindo cerca de 90% dos casos, seguidos por outros
carcinomas como os verrucosos ¢ indiferenciados, e tumores de pequenasaglandulas
salivares, sarcomas e raramente, por melanoma maligno. Segundo o Instituto Nacional
do Cancer (INCA) , cancer de boca ¢ o oitavo de maior incidéncia no Brasil. A cada ano
surgem mais de dez mil novos casos. As principais causas das neoplasias sdo atribuiveis
arPrfluéncias ambientais, particularmente aquelas relacionadas ao estilo de vida, uso
cotidiano e regular do alcool e do tabaco, ma higiene bucal, deficiéncias imunologicas ,
exposicdo ao sol sem prote¢do e predisposi¢do genética sdo os principais fatores que
levam as neoplasias bucais .O objetivo do presente estudo foi avaliar aragdo
imunomoduladora do medicamento P-MAPA em modelo experimental de carcinogénse
induzida em hamster sirius dourados com hidrocarboneto 7-12-Dimetil Benzatraceno
(DMBA) através de analise histomorfométrica das lesdes quimicamente induzidas na
regido de bolsa intrabucal. Foram utilizados 48 hamsters sirius dourados (Mesocriatus
auratus) sendo 24 machos e 24 fémeas com 60 dias e um peso corporal médio de 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. Ao final de cada tempo
estabelecido por grupo, os animais foram eutanasiados empregando-se overdose de
anestésico (cloridrato de quetamina a 10%) e relaxante muscular, viarPrtraperitoneal. A
analise histoldgica sempre se baseou no reconhecimento das formas dos componentes
estruturais dos tecidos. Essa andlise descritiva tem sido muito importante para definir
padrdes morfoldgicos, embora seja bastante subjetiva sendo a analise histomorfométrica
uma das mais precisas e indicadas para estudar esses tipos de lesdes, assim foi utilizado
dessa técnica para comparar o desenvolvimento e agressividade dos tumores nos grupos
tratado e controle. O programa utilizado para analise foi o “Image-Pro Plus 6.
Obtivemos resultados expressivos em relacdo aos grupos tratados e controles,
principalmente durante o periodo da 22° semana em que os grupos controle exibiram
quadros de carcinomas invasivos ¢ os tratados apenas quadros de hiperplasia moderada
com poucos sinais de atipia observados no estudo histomorfométrico.Palavras-

Chaves:Neoplasia, hamsters sirius dourado , P-MAPA , Histomorfometria

Abstract



The incidence of oral cancer is extremely variable and in many parts of a public health
problem. Squamous cell carcinomas are the most frequent oral cancer, constituting
about 90% of cases, followed by others such as verrucous carcinoma and
undifferentiated, and small salivaryagland tumors, sarcomas and rarely, malignant
melanoma. According to the National Cancer Institute (INCA), oral cancer is the eighth
highest incidence in Brazil. Every year there are over ten thousand new cases. The
leading causes of cancer are attributable to environmental Prfluences, particularly those
related to lifestyle, and regular daily use of alcohol and tobacco, poor oral hygiene,
immune deficiencies, exposure to sun without protection, and genetic predisposition are
the main factors that lead oral neoplasms. The aim of this study was to evaluate the
immunomodulating effects of the drug P-MAP in experimental carcinogenesis induced
in golden hamster sirius 7-12 hydrocarbon-Dimethyl Benzatraceno (DMBA) by
histomorphometric analysis of chemically induced lesions in the region of Prtraoral
purse. A total of 48 golden hamsters sirius (Mesocriatus auratus) were 24 males and 24
females with 60 days and a mean body weight of 100 grams. The animals were divided
into six groups: three treated groups and three control groups, with 8§ animals in each
group, corresponding to three experimental periods in the range of 7, 16 and 22 weeks.
At the end of time set by each group, animals were euthanized employing overdose of
anesthetic (ketamine hydrochloride 10%) and muscle relaxant, Prtraperitoneally.
Histological analysis was founded on the recognition of forms of structural components
of tissues. This descriptive analysis has been very important to define morphological
patterns, although it is very subjective and a histomorphometric analysis of the most
accurate and suitable for studying these types of Prjuries, so this technique was used to
compare the development and aggressiveness of tumors in the treated group and control.
The program used for analysis was "Image-Pro Plus 6.” We achieved significant results
in relation to the treated groups and controls, especially during the 22nd week in the
control group showed pictures of invasive carcinoma and those treated only pictures of
moderate hyperplasia with few signs of atypia observed in histomorphometric study.

Key Words: Neoplasm, golden hamsters sirius, P-MAP, Histomorphometry
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1. Introducao

O cancer causa cerca de 13% de todas as mortes no mundo sendo a etiologia das
neoplasias multifatoriais (INCA 2007). O entendimento dos mecanismos moleculares e
imunoldgicos 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)

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 exatiddo o comportamento de cada
neoplasia em particular, representam o principal alvo de investigacdo da carcinogénese
(SOUSA, 2004). Dentre todas as formas de neoplasias que afetam o corpo humano, as
relacionadas a cavidade bucal apresentam significativa prevaléncia, representando 3 a 5% de
todas as neoplasias. (PARISE JR., 2000). O céancer oral afeta principalmente os homens, com
uma relacdo de género em torno de 10:1. As diferentes taxas de incidéncia que ocorrem em
distintas regides permitem supor que fatores ambientais influenciam os padrdes de ocorréncia
da doenga. Os fatores de risco reconhecidos em todo o mundo para o cancer oral sdo o fumo e
alcool. (MARCHIONI, 2007, FISBERG, 2007, KOWALSKI, 2007) Além desses fatores,
exposicdo a dietas pobres em frutas e vegetais, a agentes biologicos (papilomavirus humano-
HPV; fungo Candida albicans), irritagdo mecanica cronica (uso de proteses mal adaptadas,
acdo de bordas cortantes dos dentes sobre a mucosa bucal), a radiagdes e ma higiene oral
podem ocasionar alteracdes epiteliais que tornam a mucosa oral mais vulneravel aos agentes

carcinogenos. (Kowalski 1999, Dib 1999, Ikeda 1999, Adde 1999, Regezi 1999.)

A importancia de entender a patogénese do cancer bucal ¢ relevante, a boca esta
constantemente submetida a substincias, agentes fisicos com potencial carcinogé€nico e
traumas, entre os agentes quimicos, aqueles presentes no fumo sdo os que merecem maior

destaque, correspondendo a cerca de 85-90% dos casos (Parise 2000, NISHINO 1997).
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Desta forma, a avaliagdo dos niveis de exposicdo 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 utilizacdio de modelos
experimentais para carcinogé€nese 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 policiclico , que quando diluido a 0,5% em o6leo mineral puro e
aplicado sob forma tdpica 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).

O modelo Hamster Sirius Dourados (Mesocriacatus auratus) utilizados em grupos
experimentais de carcinogénse bucal 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 ameagados; 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).

As pesquisas recentes apontam na dire¢do de farmacos que interfiram na inibi¢do do
desenvolvimento tumoral, que aumentem a sobrevida de pacientes portadores de neoplasias
malignas; como exercer acdo sobre a viabilidade das células tumorais no combate
imunoldgico. 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 regula¢do 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 reintegracao familiar, social e profissional, temporaria ou

definitivamente. (BOONE 1997, Katiyar 1997, MUKHTAR 1997, LORO 2003)
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Nesta linha de pesquisas cientificas e de necessidades de novos farmacos foi
desenvolvido o Imunomodulador P-MAPA, que demonstrou possuir valiosas propriedades
biologicas quando utilizado em sistemas celulares, modelos animais e em estudos
preliminares com seres humanos acometidos por neoplasias (Farmabrasilis 2006). Trata-se de
um farmaco capaz de estimular a proliferacao 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 neopldsicos. Esta capacidade do produto para
reverter ou minimizar in vivo o quadro de deficiéncia imunoldgica associada a infecgdo
mostrou-se capaz em experimentos controlados proporcionam protegdo para os hospedeiros
frente a inoculagdo experimental de doses letais de agentes infecciosos, resultando em altas
taxas de sobrevivéncia e cura. Em vista destas 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, protozoarios 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 infec¢des, indicam sua
grande potencialidade para utilizacdo como terapia adjuvante em doengas infecciosas
causadas por microorganismos intracelulares tais como malaria, leishmaniose e

tuberculose.(FARMABRASILIS, 2006)
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2. Revisao de Literatura

A experimentac¢ao animal nas pesquisas cientificas tem contribuido de sobremaneira para o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, promovendo ao longo dos anos a descoberta de

medidas profilaticas e tratamentos de enfermidades que acometem os seres humanos.

O Hamster Sirus Dourados, ¢ muito popular em laboratorios do mundo inteiro, os motivos
que fazem esta variedade a preferida pelos pesquisadores sao a sua docilidade, boa disposi¢ao

e facil adaptagdo ao cativeiro.

Os Hamsters sdo proliferos, faceis de criar e resistentes as infecgdes, o que os torna uteis e
convenientes em condi¢des experimentais. Se colocados em gaiolas confortaveis e
apropriadas, e tratados com delicadeza, os hamsters sdo animais doceis. Dormem durante o
dia, mas a noite sdo ativos e precisam de espaco para se exercitar. Gostam de brincar em
“rodas” para exercicio. As “bolsas faciais” e sua cauda curta e grossa diferenciam o hamster
dos outros animais de laboratorio. As bolsas sdo de grande valor para os pesquisadores, uma
vez que parte do seu sistema circulatorio € bastante superficial, permitindo um excelente
estudo da circulagdo.( (AL-DAMOUK 1993, BALANSENTHIL 1999, HOSSIR 1987,
MILLER 1989)

O uso de hamster no laboratdrio ¢ semelhante aos demais roedores. Mas sao menos utilizados
porque suas reagdes nao sao ainda bem conhecidas. O hamster tem reagdes mais especificas
em relacdo a determinados experimentos. Por exemplo, aqueles que envolvem o crescimento
de tumores cancerosos. Além das pesquisas com cancer, o hamster ¢ utilizado nas pesquisas

do diabetes e radiagdo, e em estudos sobre fisiologia vascular.

O cancer representa uma das principais causas de morte no Brasil e no mundo, o que o torna
alvo de inimeras pesquisas. Assim, atualmente se busca cada vez mais entender as etapas que
compdem o processo de carcinogénese. Sob este aspecto, os trabalhos que tentam reproduzir
experimentalmente tais etapas fornecem uma fonte inesgotavel de conhecimento.( FISBERG,

2007, KOWALSKI, 2007)
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Nesse contexto, a partir da década de vinte, comecou se a pesquisar o processo de
carcinogénese em animais de laboratorio. Porém, somente em 1954, com o trabalho de
Salley14, foi desenvolvido um modelo em boca realmente eficaz. Nos anos seguintes,
algumas modificagdes foram sugeridas, sendo as propostas por Morris10 (1961) e Fujita ET
al.5 (1973) as mais importantes. Hoje, em virtude dos trabalhos desses autores, possuimos
parametros claros em relagdo ao estudo da carcinogénese experimenta. Isso nos possibilitou
conhecer um pouco melhor o conjunto de alteragdes que levam uma célula normal a assumir
caracteristicas neoplasicas, além de estabelecer estratégias terapfuticas que inibam tal

transformacao.

Dentre as estratégias terap€uticas a imunoterapia t€m se tornado comum em diversas
pesquisas, pois diversos Estudos imunoldgicos tém revelado que a progressao da doenca
tecidual para a forma invasiva do cancer requer células que participam normalmente de
processos de cicatrizacdo e outras atividades funcionais para serem desviadas para o local
onde se estd iniciando a formagdo de tecido pré-maligno; essas cé€lulas sdo “seqiiestradas”

nesse ambiente “pré-maligno” para atuarem no processo de carcinogénese.( LORO 2003)

Assim, compreende-se que um tumor ndo ¢ somente um conjunto de células aberrantes, mas
¢ dependente também de varios fatores como o micro ambiente tumoral que abrange células

do tecido imunologico e sinais quimicos que cruzam uma extensa rede de vasos sanguineos.
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3. Proposicao

Avaliacdo macroscopica das alteragcdes decorrentes da aplicagdo topica de DMBA diluido em

6leo mineral a 0.5%, confirmando o seu potencial carcinogénico;

Avaliagdo macroscopica das alteracoes decorrentes da aplicagdo subcutdnea do

Imunomodulador P-MAPA em solugdo fisiologica bem como sua agao inibidora tumoral

Avaliagao histomorfométrica da amostra nos parametros de area e tamanho das lesdes bucais
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4. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos laboratoriais do presente estudo serdo realizados nas dependéncias

no biotério do laboratorio de patologia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP.
4.a. Principios Eticos

O protocolo utilizado neste estudo estd de acordo com os Principios FEticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

(COBEA) ¢ aprovado pela CEEA em 23/04/2009 de acordo com o protocolo 2009-002983.

4.b. Amostra

Foram utilizados 48 hamsters sirius dourados (Mesocriatus auratus), sendo 24 machos e 24
fémeas com 60 dias e um peso corporal médio de 100 gramas, separados em gaiolas pelo
género e linhagem, respeitando-se o limite de cinco animais por gaiola. As mesmas foram

higienizadas em dias alternados, com trocas dos papéis, lavagem e secagem.

Fig. 01 Hamster Sirius Dourados (Mesocriacatus auratus)

As gaiolas foram dispostas uma ao lado da outra, apresentando identificagdo de cada
animal com respectivo nimero e matriz geradora de tal grupo, os animais foram tratados com
racdo labina da marca purina e dgua ad libitium. Com a finalidade de evitar possiveis trocas
entre os grupos, no inicio do experimento foi realizada marcacao na orelha baseada no sistema
australiano de marcacdo de suinos, utilizando para a confec¢do dos furos um alicate

perfurador de lengol de borracha.
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Os animais foram pesados apds a marcagdo em uma balanga especifica para pesagem de
animais. No biotério, o ambiente onde os animais permaneceram era iluminado, obedecendo a
um ciclo 12 horas de luz, 12 horas de escuro, apresentando uma temperatura ambiente que

variava entre 25° ¢ 30°, sem exposi¢do direta a radiago solar.

Fig. 02 Termometro e gaiola utilizada para confinamento dos animais

Os animais foram distribuidos em seis grupos, apresentando oito animais em cada grupo e
quatro por gaiola, correspondendo a trés periodos experimentais no intervalo de 7, 16 e 22
semanas. Na distribuicdo dos grupos cada grupo tratado com imunomodulador possui um
respectivo grupo controle. Sendo os grupos tratados: grupo II, grupo IV e grupo VI e os
grupos controles I, IIl e V. O grupo tratado recebeu DMBA trés vezes por semana sendo uma
pincelada em cada uma das bolsas e imunomodulador P-Mapa todos os dias em injegao
subcutanea, o grupo controle recebeu DMBA trés vezes por semana sendo uma pincelada em
cada bolsa e soro com aplicagdo subcutanea todos os dias com objetivo de submeter os

animais ao mesmo nivel de estresse.
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4.c. Solucao de 7-12-Dimetil Benzatraceno ( DMBA )

O carcinégeno foi preparado com a finalidade de obtermos uma solugo a concentragdo de
0,5% diluida em 6leo mineral puro. O DMBA (Sigma, Chemical Company, St. Luis USA) na
forma p6 (100mg) foi depositado em recipiente plastico ambar especifico e 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 acondicionada 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.

Fig. 03 DMBA 95%
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4.d. Aplicacio do carcinégeno (DMBA)

Os animais foram contidos mecanicamente com um lencol de borracha, de modo que a
cavidade bucal permanecesse aberta e as bolsas intrabucais fossem visualizadas com auxilio
de um “afastador” de tecidos, sempre tomando os devidos cuidados com a integridade do
animal. A técnica de aplicagdo foi baseada no modelo descrito pela primeira vez por SALLEY
em 1954 e consiste em 1 pincelada em cada bolsa da solugdo de DMBA e 6leo mineral com
concentragdo a 0,5%, realizada com um pincel, pelo de camelo niimero quatro (04) da marca
Tigre, nas duas bolsas realizando a aplicagdo trés vezes por semana em todos os animais até o

tempo de eutandsia de cada grupo.

Fig. 04 contencao e aplicacdo do carcinégeno intrabucal
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4.e. Imunomodulador P-MAPA

O farmaco foi adquirido junto a organizagdo ndo governamental Farmabrasilis. Ele vem
sendo estudado intensamente desde anos 80 por cientistas brasileiros, chilenos e norte-
americanos. O P-MAPA ¢ classificado como um imunomodulador, essa classe de substancias
esta representada por uma série de moléculas e compostos que possuem a propriedade de
auxiliar o controle da atividade imune, através da producdo de citocinas. Essas atuam
estimulando os linfocitos a proliferarem, iniciando e ampliando o processo da resposta
imunoldgica, que ¢ o responsavel pela sobrevivéncia do organismo frente a desafios
bacterianos, virais e processos neoplédsicos. Estudos em modelos de carcinogenese
comprovam a capacidade do P-MAPA em produzir modulacdo da resposta imune frente a
tumores malignos, restaurando a imunocompeténcia celular, o que ocasiona regressao tumoral

e aumento da sobrevida.

Fig. 05 Imunomodulador P-MAPA e balanc¢a de precisao para pesagem do

medicamento
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P-MAPA — Microscopia Eletr&nica
de varredura

>» cristais nanocristais

Fig. 06 microscopia eletronica de varredura do P-MAPA
4.1. Aplicacio 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 foi pesado em uma balanca de precisao
(ADAM EQUIPAMENT, modelo ADA 210/L) acondicionado em vidros especificos para
cada animal em temperatura ambiente, diluido em 2 ml de cloreto de s6dio a 0,9% para
aplicagdo subcutanea na regido dorsal com seringa de 10 mL e agulha 0.7X25mm, sendo uma

agulha para cada animal.

-

Fig. 07 Aplicacdo do Farmaco P-MAPA
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4.g. Eutanasia dos animais

Como descrito anteriormente cada grupo amostral foi 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 cloridrato de quetamina a 10% e
relaxante muscular, via intraperiotoneal. Em seguida, foi realizada tricotomia da regido
ventral e necropsia para remogao das bolsas, pulmao, figado, bago, rins e intestino. Os 6rgaos
retirados foram fixados em formaldeildo tamponado a 10% por no minimo 24 hr e seguiram

pelo procedimento laboratorial de rotina.

Fig. 09 Aplicacdo do anestésico intraperitoneal e tricotomia na regiao ventral
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4.h. Avalia¢ao macroscopica

Durante todo o experimento, os animais foram monitorados quanto as alteracdes
comportamentais sendo estas classificadas clinicamente e registradas em relatérios, as
modificacdes macroscopicas foram documentadas fotograficamente, observadas e
classificadas de acordo com sua morfologia, a partir das classifica¢des estabelecidas por

Fassoni, 1992; Lima, 1999; Camargo, 1999.

4.i. Analise Histomorfométrica

A avaliacdo histopatoldgica através da imuno-histoquimica, pode servir como base para o
diagndstico e prognostico na auséncia de uma caracteristica morfologica apropriada, sendo
um importante auxilio no diagnostico e prognostico de diferentes processos patoldgicos. A
analise histomorfométrica ¢ uma andlise quantitativa, sendo mais objetiva e precisa.
Atualmente existem programas de processamento digital da imagem, que vém
proporcionando inumeras vantagens como uma melhor qualidade da imagem, maior
velocidade, maior precisdo, reprodutibilidade e durabilidade de trabalhos que envolvem
alguma manipulagdo de imagens. A histomorfometria analisa de maneira quantitativa os
componentes da morfologia tecidual como volume, area, perimetro, etc. Os principais
métodos empregados na leitura histomorfométrica sdo a técnica manual, a semi-automatica
e a automatica. A técnica manual utiliza um reticulo integrador de pontos e linhas e uma
régua micrométrica acoplados a ocular do microscopio, cujas projecdes sobre a estrutura
histolégica permitem sua quantificagdo. O método semi-automatico utiliza um microscopio
conectado a um computador € a uma camera clara. As imagens das estruturas histologicas
sdo entdo desenhadas sobre uma placa digitalizadora, com o auxilio de um cursor luminoso
que percorre toda a estrutura a ser analisada. A andlise quantitativa que se pode empregar
depende do tipo de software utilizado, o qual podera permitir também o estudo da
microarquitetura do tecido. Esse método semi-automatico € preciso, reprodutivel e reduz o
tempo gasto na leitura histologica, além de possibilitar ao operador a eliminagdo de
artefatos histoldgicos. A técnica automatica emprega computadores acoplados a cameras
de video que analisam e gravam as imagens. Esse método baseia-se na projecao da imagem
histologica na tela do computador, onde os diferentes componentes estruturais sdo
quantificados de acordo com os diferentes niveis de coloracdo. Neste trabalho optou se
pela mensuragdo da area das lesdes quimicamente induzidas na mucosa bucal dos hasmters

€ a comparagao entre os grupos tratados e controles.
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Ilustraciao da Técnica de histomorfometria
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Fig. 11 Analise microscopica, capturacio da imagem e estudo histomorfométrico utilizando

um programa especifico (“ Image-Pro Plus 6”) .
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Iustracao da Técnica
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Fig. 13 Segundo momento da analise, delimitacio da lesdo
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Fig. 14 Terceiro momento da analise, mensuracio da area do tumor
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5. Resultados

De modo geral, notou-se que os animais que receberam aplicagdo diaria do
Imunomodulador P-MAPA apresentaram maior resisténcia em relacdo a inducao da
carcinogénese. Ao relacionarmos a média dos valores em pixels para os grupos controles
Il e V e tratados IV e VI, pode-se observar um menor tamanho das lesdes nos grupos IV e
VI. Portanto notou se a capacidade do produto em minimizar in vivo o quadro de
debilidade imunoldgica associado ao processo neoplasico. Alguns animais do grupo V
apresentaram se com um quadro de caquexia proximo ao periodo de 22° semanas de
aplicagdo do DMBA o que ndo ocorreu com o grupo VI

Os resultados obtidos na avaliagdo hismorfométrica indicaram que o imunomodulador P-
MAPA apresenta potencialidade contra as lesdes neoplasicas bucais.

Grafico 01.
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80000 77079
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60000 o ]
50000 B\
40000 oV
33383 30276
30000 . MV
20000
10000
1 Pixels / Semanaa,
0 .
Grafico 01. Média da mensuracio em area das lesdes para os
grupos IlI-¢, IV-t (16 semanas) V-c e VI-t ( 22 semanas).
(TABELA DOS VALORES EM ANEXO PAG. 28)
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Analise dos resultados

Fig. 15 Aspecto microscopico e clinico 07 semanas. Sem alteracoes.

Fig. 16 Aspecto clinico e microscopico do grupo III no periodo de 16 semanas. Lesao
papilomatosa

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
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Fig.17 Aspecto clinico do grupo V controle no periodo de 16 semanas.

Fig. 18 Aspecto clinico e microscopico do grupo IV tratado no periodo de 16
semanas. Presenca de displasia epitelial.

Fig. 19 Aspecto clinico com lesio ulcerada na mucosa bucal e aspecto microscopico
com hipercromatismo, pérolas corneas, falta de adesdo celular e padrao invasivo no
tecido conjuntivo subjacente grupo V controle no periodo de 22 semanas.
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Fig. 20 Aspecto clinico pequeno lesdo papilomatosa e aspecto microscopico perda da
integridade epitelial grupo VI tratado 22 semanas
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6. Discussao

Desde que Salley em 1954 descreveu na literatura a técnica para producao de tumores
experimentais DMBA induzidos, este modelo tem sido largamente utilizado para
avaliagdes sobre a patogénese e desenvolvimento tumoral. Logo a utilizagdo em trabalhos
cientificos que preconizavam ensaios experimentais envolvendo acdo quimio e
imunopreventiva também passou a ser utilizada.

Como os hamsters sdo animais de habitos noturnos, que apresentam condi¢des favoraveis

de manuseio, manutengdo e apresentam boa adaptacdo em biotérios, este animal como
modelo experimental oferece suporte para inlimeras pesquisas com objetivo de frear o
desenvolvimento do cancer.(LORO 2003)

A imunoterapia ¢ a nova ferramenta farmacoldgica no tratamento dos pacientes com
cancer, tendo como objetivo atuar no sistema imune de forma que individuo fique com
maior resisténcia aos processos neoplasicos. Pois a ocorréncia do cancer nao se relaciona
com um fator de risco somente ou apenas predisposi¢cao genética, mas sim com multiplos
fatores dentre os quais o sistema imune tem fundamental importancia( FISBERG, 2007,
KOWALSKI, 2007)

A preocupacao em produzir medicamentos que atuem na imunologia dos tumores
aumentando a sobrevida sem causar efeitos colaterais em pacientes que ja se encontram
debilitados ¢ uma busca incansavel do meio cientifico. Como ja foi descrito anteriormente
o imunomdulador P-MAPA apresenta propriedades benéficas no tratamento de neoplasias
e acreditamos que este trabalho contribuiu como ponto de partida, neste vasto campo de
pesquisa utilizando se dessa substancia na inibicdo do desenvolvimento tumoral, visto que
ainda nao existem pesquisas dessa natureza para as neoplasias orais.

E importante salientar que obtivemos resultados expressivos em relagio aos grupos
tratados e controles, principalmente durante o periodo da 22° semana em que os grupos
controle exibiram quadros de carcinomas invasivos e os tratados apenas quadros de
hiperplasia moderada com poucos sinais de atipia observados no estudo
histomorfométrico. Porém novas pesquisas necessitam ser realizadas para um melhor
entendimento da acdo do P-MAPA.
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7. Conclusao

Na avalia¢do histomorfométrica pode-se concluir que a lesdo nos grupos controle possui
maior area do que as observadas nos grupos tratados.

A instalagdo do processo neoplasico € notoria apos o periodo da 16° semana de aplicacdo
do DMBA para os grupos controles. Pois no periodo da 7° semana ndo foram constatadas
alteragoes relevantes para ambos os grupos.

O imunomodulador P-MAPA possui propriedades inibidoras para os tumores bucais DMBA
induzidos.

Novas pesquisas devem ser realizadas para melhor compreensdo da acao do P-MAPA.
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24979

33625

10541

46786

50987

11239

22195

36496

40224

10986

ANEXOS

Tabela

67873

75942

54398

88542

98641

24761

35568

18561

45487

58756
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